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OZET

Servikal olgunlagsma dogum icin hayati énem tasiyan bir surectir.
Klinikte, servikal olgunlagmay: tetiklemek igin kullanilan ajanlardan en yaygini
ise sentetik bir prostaglandin E1 analogu olan misoprostol’dur. Uterus
serviksinin bag dokusu; kollajenler, elastin, proteoglikanlar ve hyaluronik
asitten ibaret tipik bir bag dokusudur. Ekstraseliler matriks (ESM)’in
yikilmasi, termde servikal olgunlasmada ve dilatasyonda c¢ok onemlidir.
Matriks metalloproteinazlar (MMP’ler)in bu olaylarda 6énemli rol oynadigi
dusunulur. Endopeptidazlar olan MMP’ler belirli ESM proteinlerini enzimatik
yoldan sindirebilme yetenegindedir. Ginumuizde 28 tip MMP tanimlanmistir.
MMP-3’in de dahil oldugu alt grup olan stromelizinler, kollajeni yikima
g6turebilir. MMP-3, ¢ok sayida ESM komponenti Uzerindeki etkisinden dolayi
servikste anahtar regulator enzim olmaya guglu bir aday olarak
gOrulmektedir.

Arastirmada, Rattus norvegicus tura disi ve erkek siganlar
kullanilmistir. Bir gece disilerkek orani 2/1 olan kafeslerde bekletilen
hayvanlara ertesi gun vajinal simir uygulanmigtir. Simiri sperm pozitif olan
sicanlar gebeliginin 0. glninde kabul edilmistir. Calismalar icin Ostrusta,
gebeligin 12,16, 20 ve dogum sonrasi 0. gunlerinde 5 kontrol; 12,16,20 ve
dogum sonrasi 0. gunlere ait ve 1,5 ve 3,0 ug misoprostol uygulanma dozuna
baglh olarak da 2 farkli kategoride olmak Uzere 8 deney grubu
olusturulmustur.

Calismamizda, gebelik slresinde ve termde sigan serviksinin yeniden
yapilanmasinda prostaglandinlerin MMP’ler Uzerinden ESM yapisini etkileyip
etkilemedikleri arastiriimistir.  Bunun igin oral olarak farkhh dozlarda
misoprostol uygulanan gebe sigan serviksinde MMP-3’Un ve matrikste yaygin
bulunan kollajen | ve IV’in immunohistokimyasal olarak dagilimlarina keza
transmisyon elektron mikroskubu (TEM) duzeyinde ultrastruktirel yapidaki
degisikliklere bakimigtir.

Sonug olarak, immuanohistokimyasal bulgulardan galisma gruplarinda
kollajen | proteininin lamina propriyada kuvvetli, kas cevresinde zayif
reaksiyon verdigini gozledik. Aksine MMP-3 antikoru reaksiyonu lamina
propriyada zayif, kas g¢evresinde orta ve kuvvetli reaksiyon gosterdi. TEM’de
dusuk doz misoprostolin yuksek doza gore fibril ¢api, merkez ve perifer
fibriller arasi aralik degerlerini dnemlilik dizeyinde daha fazla etkiledigini
gorduk.

Anahtar kelimeler; Sigan, Servikal olgunlagsma, MMP-3, Kollajen I,
Kollajen IV, Misoprostol,



ABSTRACT

Cervical ripening is a crucial process leading to delivery. In clinic the
most common agent to trigger the cervical ripening is misoprostol which is a
synthetic prostaglandin E1 analog. The connective tissue of the cervix uteri
is a typical connective tissue consisting of collagen, elastin, proteoglycans
and hyaluronic acid. The degradation of extracellular matrix (ECM) is very
important in term, cervical ripening and dilatation. Matrix Metalloproteinases
(MMPs) are thought to play a critical role in these events. MMPs which are
members of endopeptidases have the capability to digest ECM proteins
through enzymatic activity. 28 types of MMPs are defined at the present time.
The sub group of stromelysins, which include MMP-3 are capable of
degrading collagens. MMP-3 is considered to be a strong candidate as a key
regulator enzyme in cervix uteri due to its effect on many ECM components.

In our study, female and male Rattus norvegicus rats were used. Rats
were kept in cages where female/male proportion was 2/1 for one night and
next day vaginal smear was performed. Female rats with sperm positive
smears were accepted to be on day 0 of pregnancy. For our study, 5 control
groups were generated, in estrus cycle, 12", 16™, 20" days of pregnancy and
post partum O day; and 8 experimental groups were generated on the 12",
16™, 20™ days of pregnancy and post partum O day using 1,5 and 3,0 ug
misoprostol treatment.

In our study, whether prostaglandins affect the ECM structure via
MMPs during pregnancy and remodelling at the rat cervix in term was
studied. In order to perform this, the distributions of collagen type | and IV,
which are extensively present in ECM, and MMP-3 were studied by means of
immunohistochemistry in pregnant rat cervix which was exposed to
misoprostol at various dosages. Moreover, ultrastructural changes were
investigated by transmission electron microscopy (TEM).

In conclusion, in our immunohistochemical results we observed that
collagen | protein were expressed densely in lamina propria while it was
weak around the surroundly muscle. In contrast, the expression of MMP-3
antibody were weak in lamina propria where it was intermediate and dense
around the surrounding the muscle. Our TEM results revealed that the effect
of low dosage misoprostol were more effective on fibril diameter, and on the
distance between central and peripheral fibrils when compared to high
dosage misoprostol.

Key Words; Rat, Cervical ripening, MMP-3, collagen I, collagen 1V,
Misoprostol
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GIRIS ve AMAC

1.1. Hipotezin Temeli ve Amag

Serviks uterus korpusundan morfolojik ve fonksiyonel olarak homojen
olmayisiyla ayrilan kompleks bir organdir [1, 2]. Proteoglikanlar ve
glikozaminoglikanlardan yapilmis stromasinda hakim Iif tipi kollajendir.
Stromasinin diger elemanlarini bag dokusu, kas lifleri (%10-15) ve elastik
lifler olusturur. Ekstraselliler stromada her ydnde uzanan kollajen, serviksin
gerilme direncinden, elastin, elastisitesinden sorumludur. Bag dokusunun
amorf matriksi dokuda butinligu saglar. DUz kas bitlin servikste dizensiz
bir dagilim gosterir. Kollajen servikal dokunun yaklasik %70’idir. Bunun
hemen hemen %62-80’i tip | kollajen, kalani da tip 1l kollajendir. Kollajen tip
IV daha azdir, bazal laminada ve damar duvarinda bulunur [1-5].

Servikste gebelik boyunca birbirini takip eden iki zit fonksiyon
gerceklesir. Terme kadar olan donemde serviks konseptin uterusta
tutunabilmesi icin gerilmelere karsi direngli olmak, kapali ve rijid kalmak
zorundadir. Termde de bunun aksine, esneklik kazanip doguma uyum
saglayabilmek icin hizla fonksiyon ve yapi degisikliine gider. Kisacasi,
gebelik serviksi yumusayip esnekleserek genisler ve termde servikal
olgunlagma olarak bilinen bir bozulmaya gider. Kollajenin degradasyonu ve
yeniden duzenlenmesi gebelik esnasinda ve dogumda uterus serviksinin
yumusamasinda ve yeniden yapilanmasinda ¢ok onemlidir [6, 7].

ESM’nin yikilmasi termde servikal olgunlagsmada ve dilatasyonda ¢ok
onemlidir. Servikal olgunlasma esnasinda ESM’nin yeniden
dizenlenmesinden sorumlu biyokimyasal mekanizmalar hala gunimuizde
tam olarak anlasiimis degildir. Yine de enzimatik degradasyonla ve/veya
proteoglikan konsantrasyonunun artmasiyla yani "dilisyonla" kollajen liflerin
¢ozulmesi olayl servikal direncin azalmasiyla sonuglandidi igin servikal
olgunlagsmanin 6zunu teskil eder [1, 2, 6, 8, 9].

MMP’ler serviksin yeniden yapilanmasinda rol alan bir grup proteazdir
ve aktivitesi MMP’lerin doku inhibitérleri (TIMP) tarafindan duizenlenir.
MMP’ ler belli ESM proteinlerini enzimatik yoldan sindirebilme yetenegindeki
cinko bagimh endopeptidazlardir. Substratlari kollajenlerden proteoglikanlara
ve bir ¢ok glikoproteine kadar degisir. Bugune kadar bu ailenin 28 Uyesi
tanimlanmigtir[10, 11].

MMP’ler ya salgilanir ya da hiicre membranina bagli olarak bulunurlar.
MMP’ler salgilanma yolunda ve hucre disinda gorev yapar. Latent proenzim



olarak sentezlenir ve aktif olabilmek icin proteazlara, denatlrantlara ya da
Istya gereksinim duyarlar. Hemen hemen tum MMP’ler ESM’nin bazi
proteinlerini sindirebilme yetenegindedir [12].

MMP-3, MMP-10 ve MMP-11 in dahil oldugu stromelizinler, kollajeni
ve proteoglikanlari yikima goturebilir. MMP-3’Un fibronektin, elastin, laminin
ve jelatin Uzerinde de aktif rolt vardir. MMP-3’ln bir baska énemli 6zelligi pro
MMP’leri aktif enzimlere (6rnegin MMP-1, -3, -7, -8, -9 ve -13) degistirebilme
yetenedinde olmasidir. MMP-3 ¢ok sayida ESM komponenti Uzerindeki
etkisinden ve olaylarin baslatiimasindaki rolunden dolay! servikste anahtar
regulator enzim olmaya guglu bir aday olarak goértulmektedir [6, 11, 13].

Prostaglandin(PG)’lerin servikal olgunlasmaya katildiklarina ve bir gok
yoldan ESM komponentlerini duzenlediklerine dair bulgular vardir.
Prostaglandinlerin sitokin sentezini tetikledigi ve proteaz aktivitesini inhibe
ettikleri bildirilmistir. Ornegin, PGE2nin glikozaminoglikan (GAG)lari ve
kollajenaz aktivitesini stimule ettigi, keza hyaluronik sentaz aktivitesini
arttirdigi ifade edilmistir. Aksine, prostaglandinler bazi arastiricilarin bildirdigi
gibi gercek anlamda kollajenaz aktivitesini stimule etmeyebilirler. Servikal
olgunlagsma esnasinda PGE; servikste bir kemotaktik etki kombinasyonunda
go6rev alabilir; buna bagh olarak kiguk damar duvarlari genisleyebilir ve
serviksin lenfosit infiltrasyonunda bir artis olabilir. PGE, indukeli servikal
olgunlagsma calismalarinda enzimatik kollajen yikiminda, kollajen olmayan
protein sentezinde ve hyaluronik asit konsantrasyonunda artiglar oldugu
bildirilmistir [14, 15].

Servikal olgunlagsmay dizenleyen mekanizmalar hakkinda ¢ok az bilgi
vardir. Calismalarin  bulgulari  olgunlasmanin serviksin  kollajen ve
proteoglikan kompozisyonu degisiklikleriyle iligkili oldugunu gdstermistir.
Kisacasi, doguma yakin servikal gerilme gucundeki azalma kollajen
fragmantasyonu artisina ve proteoglikan kompozisyonu degisikliklerine
baglanmaktadir [6].

Servikal olgunlagsma eksikligi dogumun induklenmesini ve hizini
olumsuz yonde etkileyen o6nemli engellerden biridir [6]. Kadin Dogum
uzmanlari guiniumuzde dogumun en kisa zamanda induklenmesi ve sezeryan
dogum oraninin en aza indirgenmesi igin uterus serviksini olgunlastiracak
cesitli ajanlar ve metotlar kullanirlar. Servikal olgunlasma igin gunumuzde
kabul edilebilen metotlar sentetik prostaglandin E; (PGE+) ve prostaglandin
E> (PGE2) analoglari, oksitosin infUzyonu ve mekanik servikal dilatorlerdir.
Prostaglandin E; analogu olan misoprostol bugun servikal olgunlasmada ¢ok
yaygin olarak kullanilan ajanlardan biridir [9, 16].

Literatirden anlagildigina gore PG’ler gebelik suresinde ve termde
serviksin yeniden yapilanmasinda kollajen sentezinin azalmasina ve kollajen



fragmantasyonu artisina neden olmaktadir [17]. MMP’lerin ise bu olaylara
ESM dlzeyinde katildiklari Dbildirilmistir. Nitekim MMP’lerin  kollajenler,
fibronektin ve elastinler Gzerinde aktif etkilerinin oldugu ifade edilmistir. Ancak
prostaglandinlerin ESM Uzerindeki etkilerini MMP’ler Uzerinden yapip
yapmadiklari agik olarak bilinmemektedir. Bu konuda ¢ok az sayida olan
calismalar da oldukga tartismalidir. Bu nedenle termde servikal
olgunlagsmayla ilgili PG’lerin katildigi bu olaylar zincirinin sirasi ile
mekanizmalarinin agiklanmasina siddetle ihtiyag vardir [18, 19]. Cunku, bu
tir galismalara odaklanan arastirma sonuglarinin yukarida belirtilen Klinik
uygulamalara da katkilarinin olacagi agiktir.

Bu calismada, gebelik suresinde ve termde sigan serviksinin yeniden
yapilanmasinda prostaglandinlerin MMP’ler Gzerinden ESM yapisini etkileyip
etkilemedikleri arastinldi. Bunun igin oral olarak farkli zamanlarda ve farkh
dozlarda misoprostol uygulanan siganlarin serviksinde MMP-3 (n ve
matrikste yaygin olarak bulunan kollajen tip lve IV'Un 1sik mikroskobu
dizeyinde immunohistokimyasal olarak dagilimlarina, TEM dizeyinde
genelde kollajen yapisindaki ultrastrukturel degisikliklere bakildi. Kontrollerle
kiyash olarak elde edilen sonuglardan misoprostol, MMP-3 ve Kkollajenler
arasindaki iligkiler belirlenmeye calisildi.



TEMEL BILGILER VE KAYNAK

2.1 Digi Ureme Sistemi

Disi Greme sistemi internal Greme organlari ile dis genital yapilardan
olusur. internal tireme organlari ergin insanda cift olan ovaryum ve ovidukt ile
uterus ve vajinadan ibarettir. Bu organlar sicanda da benzer histolojik
yapilardan olusur.

2.1.1 Serviks

Disi Ureme organlarindan serviks, uterusun vajinaya uzanan son
kismidir. Uzunlugu insanlarda yaklasik 3 cm’dir. Ust kisminda internal os
denilen bir agiklikla uterus bogluguyla, alt kisminda eksternal os denilen bir
acikhkla vajinayla baglantilidir. Kanal yuzeyinden Iimene plika palmaata
denilen oldukg¢a duzensiz yuzeyli mukoza katlantilari uzanir. Mukoza 2-3 mm
kalinligindadir ve korpus mukozasindan farkhdir. Mukoza ylzeyi mukus
salgilayan basit prizmatik epitelle déselidir [20].

Sekil 2.1.1.1  Sigan uterus serviksi . a: genel gérinim , b: epitel, stroma (S) ve enine kas
tabakasi (*), c: Uzunlamasina kas tabakasi (*) ve kas tabakalari arasinda yer
alan stroma (S) objektif blylitmesi ax5 b,cX20.Hematoksilen-eozin

Serviksin dig ylzeyi yani vajinaya uzanan kisminda ise epitel ¢ok katli
yassl ve non keratinizedir. Vajinaninkine benzer. Serviks duvari gogunlukla



siki bag dokusundan yapilmistir. Bu doku iginde elastik lifler ve birka¢ diz
kas lifi de bulunur. Duz kas lifi orani sicanda daha yuksektir. (Sekil 2.2.1.1.)
Servikal mukozada dalli servikal bezler bulunur. Bezler sayica
endometriyumda olanlardan daha azdir. Genelde mukusla doludurlar ve
servikal kanal eksenine oblik duzenlenirler. Bez epiteli yluzey epiteline
benzer. Mukus salgilayan hucreler arasinda izole silli hucreler bulunur.
Servikal mukoza menstural siklusta degismesine ragmen, mensturasyonda
dokulmez [20, 21].

Eksternal os’a yakin kanali doseyen basit prizmatik epitelden vajinaya
uzanan porsiyo vajinalis Uzerinde surekli olan ¢ok katli yassi epitele ani bir
gecis vardir. Dogumdan sonra prizmatik epitel adaciklari porsiyo vajinalis
uzerinde endoserviksten yayilabilir. Bu yerler inflamasyona duyarli alanlardir.
Keza vajinal akinti (desarj) artisinin genel nedenlerinden biridir. Bu ektopik
prizmatik epitel alanlarina servikal erozyon alanlari denilir. Eger tedavi
edilmezse servikal kansere neden olur. Kadinlarda bu, bitin servikal kanser
vakalarinin % 10‘unu olusturur. Servikal epitelin ylzeyel yassi hucreleri
surekli olarak vajina sivisina dokuldukleri igin vajinal simirde sitolojik ¢alisma
yapilabilir. Bu teknik kanserin erken teshisinde anormal hicre tayini igin
kullanilir [20, 21].

Menstural siklusun ortasinda ovulasyon zamaninda, servikal bezler
ser0z sivi salgilar. Bu sivi spermatozooanin uterusa girmesini kolaylagtirir.
Diger zamanlarda ve gebelik zamaninda servikal bez salgilari daha viskoz
olur ve serviksin disa acildigi yerde bir plak olusturur. Boylece spermin ve
mikroorganizmalarin uterusa girmesi onlenir. Progesteron hormonu servikal
bez salgilarinin viskozitesindeki degisiklikleri dizenler [20].

Dogum zamaninda bir bagska hormon olan relaksin servikal duvardaki
kollajen pargalanmasini indukler. Bu da serviksin yumusamasiyla ve servikal
geniglemenin kolaylagtiriimasiyla sonuglanir [20].

Endoserviksten salgilanan mukus lizozim enzimi igerir. Bu enzim
bakteri hucresi duvari proteoglikanlarini yariklar. Bunun asagi uUreme
organlarinin lokal savunmasina katkida bulunduguna inanilir. Deney
hayvanlarinda lizozim Uretiminin hormonlardan etkilendigi sanilir. Cunku
lizozimin hlcre i¢i konsantrasyonu O&strusta en yuUksektir. Heniz
goOsteriimemesine ragmen ayni sonuglar siklusun ortasindaki kadinlarda da
gergek olabilir [20, 21].

2.2 Ekstraseliiler Matriks (ESM)

Cok hucreli organizmalarin hicreleri dokular olarak bilinen yapisal ve
fonksiyonel beraberlik olusturmak Uzere birlesir. Vicudun 4 temel
dokusundan her biri (epitel, bag, kas ve sinir dokusu) 6zgun tanimlanan
Ozelliklere sahiptir. Fakat, butiin dokular hucrelerden ve hucreler tarafindan



sentezlenerek hucreler arasina birakilan, buyuk molekdl birlesimi olarak
bilinen, ekstraselliler matriksten yapilmigtir [20].

Bazi dokular, 6rnegin epitelde ¢cok az miktardaki ESM, hicre kilifini
olusturur. Bunun aksine bag dokusu,(Sekil 2.2.1.1) cogunluk ESM’nin
olusturdugu sinirh sayida hucreden olugur. Hucreler, ¢evre molekullere
tutunan 6zel baglantilar olusturarak ESM ile iligkilerini devam ettirirler [20].

Bag dokusunun ESM’si, vicudun ¢ogu yerinde bulunur, iginde liflerin
yataklandigi hidratli jel benzeri esas maddeden olugur. Birincisi baski
guclerine kargi koyar, ikincisi gerilme gugclerine direng gosterir. Hidrasyon
suyu doku sivisiyla tagsinan besinlerin ve atik UrGnlerin esas maddeden hizl
gegisine izin verir [20].

2.2.1 Esas madde

Esas madde glikozaminoglikanlardan, proteoglikanlardan ve tutunucu
glikoproteinlerden yapilmigtir. Bu ¢ buyuk molekul ailesi birbirleriyle, epitel
ve bag dokusunun hucreleri ve lifleriyle gesitli etkilesimler olusturur [20].
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Sekil 2.2.1.1 Tipik bir bag doku modeli. Epitel altinda uzanan bag doku i¢inde kapillerler,
kandan gegen serbest hiicreler (makrofaj, mast hiicresi), makromolekidiller ve
lifler (kollajen, elastin) yer almaktadir. [22]

2.2.2 Glikozaminoglikanlar (GAG)

Glikozaminoglikanlar uzun esnek olmayan dallanmamis
polisakkaritlerdir ve tekrar eden disakkarit birimleri zincirlerinden olusur (Sekil
2.2.2.1.)[20].
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ekil 2.2.2. ir yapisinda,tekrar eden disakkaritler ve molekiler yapilari. Amino

Sekil 2.2.21 Bir GAG da,tek den disakkaritl lekl I Ami
sekerde yer alan sulfat grubu ve katyonlari tutan negatif ylkli karboksil
gruplari [22].

Tekrar eden iki disakkaritten biri amino sekerdir (N-asetilglikozamin ya
da N-asetilgalaktozamin); digeri bir Gronik asittir (glukronik veya iduronik)
(Cizelge 2.2.2.1). Amino sekeri genelde sulfathdir ve bu sekerlerden sodyum
gibi katyonlari tutan negatif yikli karboksil gruplari uzanir. Esas maddedeki
yuksek sodyum konsantrasyonu doku sivisini tutar. Bu sekilde hucre igi
matriks hidratlanir ve baski yapan guglere karsi direnmede yardimci olur [22].

ESM’nin buydk GAG’lerinin biri disinda hepsi sulfatlidir ve her biri
300°’den daha az tekrar eden disakkarit biriminden yapilmistir. (Cizelge
2.2.2.1) Sulfath GAG’ler keratan sulfat, heparan sulfat, heparin, kondroitin 4-
sulfat, kondroitin 6-sulfat ve dermatan sulfat igerirler. Bu GAG’ler genelde
proteoglikanlari olusturan protein molekullerine kovalent baglarla baglanirlar.
Tek sulfatsiz GAG hiyaluronik asittir, bu da 25000 kadar tekrar eden
disakkarit birimine sahip olabilir. Bu, proteoglikanlar baglanmasina ragmen
protein molekulleriyle kovalent baglantilar yapmayan buyuk bir molekuldur
[20, 22].



Cizelge 2.2.2 Glikozaminoglikan (GAG) Tipleri [20]

Molekiile Tekrarlayan Stilfath Proteine

GAG r Agirhk . Y amino Vicuttaki yerlesimi
Disakkaritler

(Dalton)

seker bag

Pek ¢ok bag doku,

. . . 7 408 Glukuronat ve N- R
Hiyaluronik asit 10°-10 asetil-glukozamin Yok Yok Zlnovyyal sivi,kikirdak,
ermis
Keratan siilfat 10000- Galaktoz ve N-asetil- N-asetil- Var Kikirdak, kornea,
30000 glukozamin glukozamin intervertebral disk
15000- Glukuronat (veya N-asetil- Kan damarlari, akciger,

20000 |duron§t) . galaktozamin Var bazal lamina
N-asetil-galaktozamin

Heparan siilfat

Heparin 15000- N-asetil-glukozamin N-asetil- Yok Mast hiicreleri grandili,
P 20000 9 glukozamin karaciger, akciger, deri
Kondroitin-4-siilfat 10000- Glukuronat ve N-asetil- Var Kikirdak, kornea, kemik,
30000 N-asetil-galaktozamin | galaktozamin kan damarlari
Kondroitin-6-siilfat 10000- Glukuronat ve N;?;ﬁg;amin Var Kikirdak, Wharton
30000 N-asetil-galaktozamin 9 Peltesi, kan damarlari
Glukuronat (veya N-asetil- .
Dermatan Siilfat 10000- iduronat) galaktozamin Var Kalp kapakgiklari, deri,
30000 kan damarlari

2.2.3 Proteoglikanlar

Sulfath GAG’ler bir protein 6zlyle kovalent baglar olusturduklari
zaman proteoglikanlar denen bir bliyuk molekdl ailesi olugturur. Bunlardan
¢ogu buyuk bolgeleri isgal eder. Bu bluyUk yapilar bir sise firgasina benzer.
Soyle ki firganin eksenini protein 6z olusturur. Bunun ylzeyinden de Ug
yonde cesitli stlfatl GAG’ler uzanir (Sekil 2.2.3.1.)[20].

Proteoglikanlar ¢esitli buyuklukte 50000 Dalton’dan (dekorin ve
betaglikan) 3 milyon Dalton’a (agrekan) kadar olabilir. Proteoglikanlarin
protein Ozleri granulli endoplazmik retikulum (GER)'da yapilir. GAG gruplari
da Golgi Aparat’nda proteine kovalent olarak baglanir. Silfasyon ve
epimerizasyon da (seker unitelerinin C atomlari etrafindaki ¢esitli gruplarin
yeniden dizenlenmesi) Golgi Aparati’'nda yapilir [20].
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Sekil 2.2.3.1 Fetal Sigir kikirkaginda agrekan proteini: (A) agregasyon gosteren bir
agrekan molekuline ait elektron mikrografi. Ayrica pek ¢ok serbest agrekan
proteini de gozlenmektedir. (B) Sematize edilmis dev yapili agregasyon
sergileyen bir agrekan molekuld (A). 100 adet egrekan monomeri igerir.
Hyaluronana kovalent olmayan baglarla baglanir. 2 adet baglayici protein ile
hem 6z proteine hem de proteoglikan hyaluronan zincire baglanir. Molekull
stabilize eder. Baglayici proteinler hyaluronan baglayici protein ailesinden
hicre ylzey proteinleridir. Bu yapi yaklasik olarak bakteri buytkligiinde olan
blyik molekuler agirliga sahip bir makromolekuldir [22].

Cogdu proteoglikanlar, 6zellikle kikirdak ve bag dokusunda bulunan bir
makromolekul olan agrekan hiyaluronik aside baglanir (Sekil 2.2.3.1.)[20].

Burada agrekanin 6z proteini hiyaluronik asidin seker gruplarina
baglanti proteinleriyle baglanir. Hiyaluronik asit 20um uzunlugunda oldugu
icin bu iligki sonucunda buyuk bir hacmi isgal eden bir agrekan kompoziti
olusur. Bu birkag 100 milyon Dalton buyuklugunde bir molekul kitlesidir. Bu
bdylk molekdal ESM’nin jel durumundan sorumludur ve suyun hizl
difizyonuna kargi bir bariyer olusturur [20].

2.2.3.1 Proteoglikanlarin Fonksiyonu

Proteoglikanlarin ¢ok sayida fonksiyonu vardir. Buyuk hacim isgal
ederek baskilara diren¢g gosterir, mikroorganizmalarin ve metastatik
hacrelerin hizli hareketini geciktirir. Bazal laminayla iligkili olarak, degisik por
bayuklukleriyle ve yuk dagilimlariyla makro molekullere kargi molekuler
filtreler olustururlar. Proteoglikanlar belli sinyal molekulleri i¢in (6rnegin TGF-
) baglanma vyerleri olusturur. Bu sinyal molekillerini baglayarak ya
molekullerin hadeflerine erigmesini engeller ya da sinyal molekullerini



konsantre ederek spesifik bir noktada fonksiyonlarinin artisini saglayabilir
[20, 22].

Bazi proteoglikanlar, drnedin sindekanlar ESM’ye salgilanma yerine
hicre membranina bagh kalabilir. Sindekanlarin 6z proteinleri transmembran
protein gibi davranir ve sitoiskeletin aktin filamentlerine baglanir. Bunlarin
hicre digi kisimlart ESM bilegenlerine baglanir ve bdylece hucrenin,
matriksin makromolekuler bilesenine baglanmasini saglar. Ek olarak,
fibroblast membranindaki sindekanlar fibroblast biyume faktorlerini (FGF)
baglayip komsulugundaki membran FGF reseptorlerine takdim ettigi igin ko-
reseptorler olarak fonksiyon yapar [22].

2.2.4 Tutunucu Glikoproteinler

Hucrelerin hicreler arasi matriks bilesenlerine tutunma kabiliyeti blyuk
Olgude  tutunucu  glikoproteinlerin  vasitasiyla  olur. Bu  buyuk
makromolekdullerin birka¢ domeyni vardir. Bunlardan en azindan biri genelde
hicre yuzeyine, biri kollajen liflere ve biri de proteoglikanlarla baglanir. Bu
sekilde tutunucu glikoproteinler dokularin gesitli komponentlerini birbirine
baglar. Buyuk tip tutunucu proteoglikanlar fibronektin, laminin, entaktin,
tenasin, kondronektin ve osteonektindir [20, 22].

Fibronektin her biri yaklasik 220000 Dalton olan benzer iki polipeptid
alt Unitesinden yapiimig buyuk bir dimerdir. Polipeptid alt Uniteleri birbirine
karboksil uglarindan disulfid baglariyla baglanmiglardir. Bu “V” seklindeki
makromolekulin her bir kolunda cgesitli hiicre disi bilesenler (6rnegin kollajen,
heparin, heparan sulfat, hiyaluronik asit) ve hlicre membrani integrinleri icin
baglayici yerler vardir. Hucre membranina tutunmasi igin 6zgun olan
fibronektin bolgesi arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) sekansi olarak bilinen t¢
rezidu sekansina sahiptir. Bu aminoasit sekansi ¢ogu tutunucu
glikoproteinlerde integrin baglanma yeri 6zelligindedir [20].

Fibronektin g¢ogunlukla bag dokusu hucresi olan fibroblastlar
tarafindan Uretilmekle beraber, plazma fibronektini olarak kanda da
mevcuttur. Ustelik hiicre yiizey fibronektini olarak, gegici siureyle plazma
membranina baglanabilir [20].

Fibronektin, keza gelisen organizmanin go¢ eden hucrelerinin
hedeflerine erismesinde embriyonik hlcrelerin gé¢ yollarini isaretlemek igin
kullanilir [20].

Laminin Ug buyuk polipeptid zincirinden (A, B ve B, ) olusan ¢ok buyuk
bir glikoproteindir (950000 Dalton). B zincirleri, A zinciri etrafina sarilir ve bir
uzun ve U¢ kisa zincirden ibaret bir yapi olusturur. Ug zincir de disdilfit
baglarinin yerinde bulunur. Laminin yerlesimi bazal laminayla sinirlidir, bu
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glikoprotein heparan silfat, tip IV kollajeni, entaktin ve hiicre membrani igin
baglanma yerine sahiptir [20, 23].

Sulfath glikoprotein olan entaktin molekulin Gg¢ kisa kolunun birbiri ile
bulustugu yerde laminin molekuline baglanir. Entaktin de tip IV kollajene
baglanir ve lamininin kollajen agina baglanmasini kolaylastirir.

Tenasin blyuk bir glikoproteindir. Disulfit baglariyla birlikte tutulan 6
polipeptid zincirinden olugur. Merkezden radyal uzanan alti ayakli bir bocege
benzer. Transmembran proteoglikan sindekanlar : keza fibronektin igin
baglanacak yerler vardir. Tenasinin dagilimi genelde embriyonik dokularla
sinirlidir ve spesifik hiicre gégu yollarini isaretlemek igin kullanihr [20, 23].

2.2.5 Lifler

ESM lifleri bu maddeye gerilme direnci ve esneklik saglar. Klasik
histoloji morfolojisi ve histolojik boyalara olan reaksiyona goére Ug¢ tip
tanimlanir: Kollajen, retikiler ve elastik lifler [20].

Retikuler liflerin  kollajenden vyapildigi bilindigi halde tarihsel
nedenlerden 6turu hala retikuler lif terimi kullanilir [23].

2.2.5.1 Kollajen Lifler : Yapi ve Fonksiyon

ESM’nin baski gliclerine mukavemet gosterme kabiliyeti GAG’larla
proteoglikanlarin olusturdugu hidratli matriks varhidina baghdir. Halbuki
gerilme direncine sert elastik protein olan kollajen lifleri mukavemet goésterir.
Bu protein ailesi vicutta butin proteinlerin yaklasik %Z20’sini olusturur ve gok
bol bulunur. Kollajen esneyebilen bir liftir [23] ve gerilme gucu ayni ¢apl gelik
telinkinden daha buyuktlr. Buyuk bir kollajen lif toplulugu canhda parlak
renkte beyaz gorundr. Bu nedenle kollajen lif demetlerine beyaz lifler de
denir. Bag dokusu kollajen lifleri genelde 10pm’den daha kuguk ¢aphdir ve
boyanmadiginda renksizdir. Hematoksilen ve eozin ile boyandiginda uzun
dalgali pembe lif demetleri olarak gorulurler. Agir metallerle boyal kollajen
liflerin elektron mikrograflarinda 67 nm’lik dizenli araliklarda enine bantlar
gOraltr. Bu durum bu liflere hastir. Bu lifler, 10-300 nm ¢apinda ve birbirine
paralel dizenli daha ince fibrillerden olusturulur (Sekil 2.2.5.1.1.)[20, 23]
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Sekil 2.2.5.1.1 Her biri yaklasik 280nm uzunlugunda olan kollajen fibriller ve 1,5nm ¢apinda
daha kiiguk alt Gniteler olan tropokollajen molekdlleri. Her tropokollajen
molekuli bir biri etrafinda ¢l heliks yapisinda sarilan (i¢ polipeptid
zincirinden olusur. Her a zincirinde 1000 aminoasit vardir ve amino asitlerin
Ucte biri glisin, kalan buyutk kismi prolin, hidroksiprolin ve hidroksilizinden
olusur.

Fibriller de her biri yaklasik 280nm uzunlugunda ve 1,5nm c¢apinda
daha kuguk alt uniteler olan tropokollajen molekullerinde yapilmigtir. Her
tropokollajen molekulu bir biri etrafinda Uc¢lu heliks yapisinda sarilan U¢
polipeptid zincirinden olusur. (Sekil 2.2.5.1.1.)Her a zincirinde 1000 aminoasit
vardir ve amino asitlerin Ggte biri glisin, kalan buylk kismi prolin,
hidroksiprolin ve hidroksilizinden olusur. Glisin daha kiguk oldugundan, 3 a
zinciriyle yakin iligkili oldugu sanilir; hidroksiprolinin hidrojen baglari 3 a
zincirini  birlikte tutar ve hidroksilizin kollajen molekdllerinin  birbirine
baglanmasini ve fibril olusmasini saglar [20].

Kollajen, evrimi boyunca yuksek duzeyde korunmus olan amino asit
kompozisyonlu tek bir protein olarak dusunullrse de, gelisen analiz metotlari
ile vOcudun cesitli dokularindan ekstrakte edilen kollajende farkliliklar
bulunmaktadir. Bu nedenle kollajen, yakin iliskide olan fakat genetik olarak
farkliliklar gosteren, molekuler organizasyonda belli ortak ozellikleri paylagan
fakat a zincirlerinin amino asit kompozisyonu ve sirasi farkli olan bir protein
ailesi olarak bilinir. Bugune kadar 15 tip kollajen belirlenmistir [23].

Tip | kollajen dermiste, kemikte, tendonda, fasiada ve organ
kapsulinde olmak Uzere ¢ok yaygindir. Fibrilleri enine cizgilidir. Fibril ¢api
yaklasik 50-90 nm’dir. Kollajen lifleri ve lif demetlerini olusturmak Uzere
agregatlasir. Lifler esnektir fakat gerilmeye karsi buyuk direng gosterir. Bu tip
kollajenlerden olusan tendonda kirilma giicii her cm? ‘de birkagc 100
kilograma erigir [23].

Tip Il kollajen, hiyalin ve elastik kikirdaklarda, intervertebral diskin
nukleus pulposusunda ve go6zin vitréz cisminde bulunur. Bol olan esas
maddesini, icinde yataklanan ¢ok ince fibriller olusturur. Daha buyuk lifler
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olusturulmaz. Sadece polarize mikroskopta ya da pikro-siriyusla boyandiktan
sonra gorulebilir [22, 23].

Tip lll kollajen, gevsek bag dokusunda, kan damarlari duvarlarinda;
cesitli bezlerin stromasinda ve dalakta, bobrekte ve uterusta boldur. Caplari
0,5-2 ym’dir. Geleneksel olarak retikuler lifler denilen arjirofilik lifleri olusturur.
Mikroskobik olarak gorulebilen kollajen I, Il ve lll'e intersitisiyal kollajenler de
denilir. Floresan etiketli antikorlarla boyanmis doku kesitlerinde buyuk gruplar
olusturduklari goralur. Gumus tuzlariyla ya da periyodik asit schiff (PAS) ile
boyanir [23].

Tip IV kollajen, genelde epitel tabakasinin bazal laminasiyla sinirh
olan Ozel bir formdur. Laminin ve heparan sulfat proteoglikanlariyla birlikte
¢ok ince filamentlerden yapilmis prokollajen molekulleriyle kapali bir ag
olustururlar. 67nm’lik bir periyoda sahiptir. Tip | kollajenle iligkilidir. Bu ag
epiteli fiziksel olarak destekler ve makromolekuller igin segici bir filtrasyon
bariyeri olugturur [23].

Tip V kollajen, yaygin olarak gorulir fakat cok kiguk alanlarda
yerlesiktir. DUz ve gizgili kas liflerinin dig laminasiyla ve epitel bazal
laminasiyla iligkilidir. Fakat bunlarin yapilarinda integral komponent olarak
bulunmaz. Keza lifler iginde ve arasindaki baglanma vyerlerinde ara
kollajenlerle iligkisi vardir. 67nm de bir periyodu vardir [23].

Tip VI kollajen, her iki ucunda globular domeynleri bulunan, uzunlugu
yaklagik 100nm olan bir heliks segmentinden ibaret kisa bir zincir
molekulidur. Tetramerleri olusturan bu molekiller, uzunlugu boyunca
110nm’lik periyotlarda yumrular ya da taneler olan, 5-10 nm g¢apinda ince
fibriller olusturmak Uzere ucuca polimerize olabilir. Bu kollajen vicutta az
miktarlardadir ve tip | ve lll kollajenlerin bulundugu ¢ogu yerde bulunur.
Bdbrekte, karacigerde ve uterusta total kollajenin %5’inden daha azdir. Fakat
gozun korneasinda total kollajenin %25'ine kadar c¢ikar. Yapisal roli
kesinlikle bilinmemektedir [23].

Tip VIl kollajen, ¢ogu epitelin bazal laminasiyla ilgilidir. Fakat derinin
dermo-epidermal komsulugunda ¢ok bol bulunur. Molekulleri kollajen
ailesinin en buyugudur, bazilari 800 nm uzunluguna erisir. Tip VII kollajen
agregatlari epitel bazal laminasindan ¢ikip burada sonlanan ¢izgili tutturucu
fibrilleri olusturur. Boylece dermisin alt tip | ve tip lll kollajen lifleri etrafinda
baglantilar olusturur. Bazal laminadan ¢ikan diger fibriller epitel altindaki bag
dokusunda tip IV kollajenin tutturucu plaklarinda son bulur. Bunlar epiteli
dermise sikica tutturarak stabiliteyi saglar [23].

Tip VIII kollajen ilk olarak endotel hicresi salgisi olarak belirlendigi igin
bazen endotelyal kollajen olarak da adlandirilir. Bu hucrelerin ylzeyi ile yakin
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iliskidedir, fakat iliski dnemi bilinmemektedir. Kornea epitelinin tipik bazal
laminasi olan desement membraninin en buyuk bilesenidir.

Tip IX kollajen, ¢ogunlukla kikirdakta bulunur. Fibriller kollajenlerden
farkhdir ~ ve  supramolekiler agregat olusturmaz. Proteoglikanlari
uzaklastirmak icin hyaluronidazla sindirilen kikirdakta, floresan etiketli antikor
bu kollajenin bag dokusunun tip Il kollajenle birlikte yayildigini gosterir.
Capraz yaptiklari yerlerde birbirleriyle baglanarak matrikste tip Il kollajeni
liflerinin G¢ yonlu duzeninin surekliligini sagladiklarina inanilir [23].

Tip X kollajen de kikirdakta sinirli olup endokondral kemik olusumuyla
ilgili  hipertrofik  kondrositleri saran  matrikste  bulunur.  Matriksin
kalsifikasyonunda bazi rollerinin olduguna inanilir [23].

Tip Xl kollajen kikirdaktaki tip 1l kollajenle iligkilidir. Fonksiyonu
bilinmez. Tip Xl kollajen, tip IX kollajenin bazi 6zelliklerine sahiptir. Fakat
simdiye kadar dokulardaki lokasyonu ve fonksiyonu hakkinda cok az bilgi
vardir. Tip XIII-XV kollajenler hakkinda da ¢ok az bilgi mevcuttur [23].

2.2.5.2 Kollajen Sentezi

Kollajen sentezi preprokollajen zincirleri olarak GER’de yapilir. Bunlar,
amino ve karboksil ucunda propeptidler olarak bilinen amino asit sekansina
sahip alfa zincirleridir. Preprokollajen zincirleri sentezlenirken GER
sisternalarina girerek modifiye olur. ilkin, molekilli GER’e yoénlendiren sinyal
sekans uzaklastirilir; bazi prolin ve lizin kisimlari hidroksilazlanir (peptidil
prolin hidroksilaz ve peptidil lizin hidroksilaz enzimleriyle). Bu sekilde
hidroksiprolin ve hidroksilizin olugur; daha sonra hidroksilizin glikozilatlagir
[22].(Sekil 2.2.5.2.1.A;1-3)

Ug preprokollajen molekiilii birbiriyle siki bir heliks yapisi olusturmak
Uzere bir araya gelir ve prokollajen molekulinl olusturur. (Sekil 2.2.5.2.1.A;
4.5) Propeptidlerle stabilete kazandigina inanilir. Propeptidler hicre iginde
prokollajen molekulinin ¢dzunebilir 6zelliginin devam etmesini ve kollajen lif
olusturmak Uzere birlesmesini 6nler [22].

Prokollajen molekilleri; Golgi Aparatrna gitmek Uzere transver
vezikllleriyle GER’den ayrilir.  Golgi Aparat’'nda  oligosakkaritlerin
eklenmesiyle ileri dizeyde modifikasyon gerceklesir. Modifiye prokollajen
molekulleri Golgi aginda paketlenir, hemen hicre digina atilir [20, 22]. (Sekil
2.2.5.2.1.A;6)

Prokollajen ekstraselluler ¢evreye girerken proteolitik enzimler olan
prokollajen peptidazlar amino ve karboksil uglarinda propeptidleri yariklarlar
(Sekil 2.2.5.2.1.A;7) Yeni olusan molekul kisadir (280nm uzunlugunda) ve
tropokollajen (kollajen) molekulld olarak bilinir. Tropokollajen molekdulleri
spesifik bas-kuyruk yontinde ve dizenli bir sira olusturacak sekilde birlesirler
Kollajen tiplerinin ( tip- I, -lll, -V ve -VII) 67nm’lik bantlarini (Sekil 2.2.5.2.1.B)
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olusturarak fibrillere sekillenirler (Sekil 2.2.5.2.1.A;8). Fibril yapisinin dizeni
ve surekliligi komsu tropokollajen molekullerini lizin ve hidroksilizin kisimlari
arasinda olusturulan kovalent baglarla kuvvetlendirilir [20].

1. pro-alfa zincinnin sentezien

b
2. Secilmis prolin ve lizinlerin
hidroksilasyonu

- Hidmnithlnm HJN \}UJMI
" glikolizasyonu / :
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Sekil 2.2.5.2.1 A:Kollajen sentezinin hlcre igi ve digl basamaklari. 1,2, ve 3. basamakta
preprokollajenin GER’de yapilma asamalari. Amino ve karboksil ucunda
propeptidler olarak bilinen amino asit sekansina sahip alfa zincirlerinin
olusumu. 4,5; U¢ preprokollajen molekulu birbiriyle siki bir heliks yapisi
olusturmak Uzere bir araya gelir ve prokollajen molekulinG olusturur.
Propeptidler hucre icinde prokollajen molekulinin ¢ézunebilir 6zelliginin
devam etmesini ve kollajen lif olusturmak Uzere birlesmesini énler. 6;
Prokollajen molekdllerinin Golgi Aparati'na gitmek Uizere transver
vezikillleriyle GER’den ayrilmasi. Golgi Aparati’nda oligosakkaritlerin
eklenmesi, ileri dizeyde modifikasyon gerceklesmesi. Modifiye prokollajen
molekdllerinin hicre disina atilmasi. 7,8; prokollajen molekilinin pro
peptidlerinin yariklanmasi ve geride kalan kollajen molekalindn fibril igine
katilmasi. 9; kollajen fibrillerin agregasyona ugrayarak demet yapisini
olugsturmasi. B: Meydana gelen kollajen molekulinin TEM’de
goruntusu[22].

Uc¢ yoénde tropokollajen molekiilleri birlesirken bir sirada ardisik
molekullerin baglari ve kuyruklari arasindaki araliklar (gap araliklari) (her
67nm’de) tekrarlanarak dizenlenir, fakat komsu siralarda birlesmez. Benzer
sekilde, komsu siralarda baglar ve kuyruklar Ust Uste gelecek sekilde (overlap
bdlgeleri) dizenlenme olur. Elektron mikroskobunda kullanilan adir metal
boyalar esasen gap boélgelerinde depolanir.  Sonugta, elektron
mikroskobunda kollajen karanlik ve acik alanlar olarak gozlenir. Karanlk
bantlar agir metalle dolu oldugu icin gap bolgelerini temsil ederken, overlap
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bolgelerinin bulundugu acik bantlar agir metal bolgelerinin bulunmadigi
yerlerdir (Sekil 2.2.5.2.1.B)[20].

Kollajen fibrillerinin ve lif demetlerinin dizeni bunlari sentezleyen
hicreler tarafindan tayin edilir. Prokollajen plazmalemmanin katlantilari igine
ve c¢ukurcuklara salgilanir. Buralar 06zel yonde sekillenen fibrillerin
dizenlendigi vyerlerdir. Fibril oryantasyonu hucrelerin fibriller Uzerinden
sekillenmesiyle daha da gelisir. Uygun 6zellik kazanir [20].

Fibriller yapi tip IV kollajende yoktur. Clnkl propeptidler prokollajen
molekullerinde uzaklastirimaz. Tip IV kollajende prokollajen molekulleri
dimerler olusturmak Uzere birlesir ve kegeye benzer bir ag olusturur [20].

2.2.5.3 Elastik Lifler

Bag dokusu elastisitesi buylk oranda ESM’deki elastik liflerin varhigina
baghdir. Bu lifler genelde yuvarlak uzun ve gevsek bad dokusu iginde
dallanmistir. Fakat ligamentlerde pencereli kiliflarda kaba demetler
olusturabilir. Bdyle demetler ligamentum flavada ve vertebral situnda
bulunur. Konsantrik kiliflar daha buyuk kan damarlarinin duvarlarinda bulunur
[20].

Elastik lifler bag dokusu fibroblastlarinda keza kan damarlarinin diiz
kaslarinda sentezlenir. Bunlar glisin ve prolince zengin bir protein olan
elastinden yapiimistir. Keza, nadir aminoasitlerden desmozin ve izodesmozin
de icerir. Bu iki amino asit elastin molekullerinin enine bagini olusturur. Bu ise
elastik liflere yuksek dizeyde elastisite kazandirir dyle ki bu lifler dinlenme
halindeki uzunluklarinin %150’si kadar gerilebilir. Gerildikten sonra, elastik
lifler eski haline yani dinlenme uzunluguna déner [20].

Elastik lif 6zu elastinden yapilmigtir ve bir mikrofibril kilifiyla sariimigtir.
Bunlarin herbiri yaklasik 10nm c¢apindadir ve glikoprotein olan fibrillerden
yapilmigtir. Elastik lif olusmasi esnasinda mikrofibriller ilkin sekillenir ve
elastin mikrofibrillerle cevrilmis araliklarda depolanir [20, 22].

2.2.6 Bazal Membran

Bazal membran epitel ve bag dokusu arasindaki ara ylzeyde dar,
hicresiz bir bdlgeyi isgal eder. PAS reaksiyonuyla ve GAG'lari belirleyen
bagka histolojik boyalarla iyi boyanir. Yapisi bazal membrana benzeyen
eksternal lamina duz ve iskelet kas hucrelerini adipositleri ve schwan
hacrelerini gevirir [20].

Isik mikroskobuyla gorulebilen bazal membran elektron mikroskobuyla
iki kisimli olarak daha iyi tanimlanir. (Sekil 2.2.7.1.) Bazal lamina epitel
hdcrelerinden, lamina retiktlaris de bag dokusu hucrelerinden, sentezlenir
[22].

16



2.2.7 Bazal Lamina

Bazal laminanin elektron mikrograflari iki bolge gosterir: Lamina lusida
epitelin hemen altinda 50nm kalinliginda elektron agik ve lamina densa 50nm
kalinliginda elektron yogun bir bolgedir (Sekil 2.2.7.1.)[20].

Qiglo)
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BL = Bazal lamina
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Kollajen IV
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Kollajen VII
Tutunucu fibril

Sekil 2.2.7.1 A:Bazal Lamina: Deride, bazal lamina ve pinositik vezikil. X28000.
TEM mikrografi. B: Bazal laminanin sematize ¢izimi. Epitel hiicreleri
altinda uzanan lamina densa ve lamina lusida bolumleri
gorulmektedir. C: Kollajen tip IV ve diger kollajen molekullerinin
bazal laminada yerlesimi. [24]

Lamina lusida, ¢ogunlukla ekstrasellller glikoproteinlerden laminin ve
entaktin keza epitel hlcre membranindan bazal laminaya uzanan
integrinlerden yapiimistir [20].

Lamina densa, tip IV kollajeni agindan yapiimigtir. Lamina densanin
yan taraflarinda bulunan lamina lusida ve lamina retikUlarisde bir proteoglikan
olan perlekanla ortalmustar [20].

Bu ag yanlardan bir proteoglikan olan perlakanla sariimig haldeki;
lamina lusida ve lamina retikularis ile Ustl ortuli durumdadir. Perlakan
protein 6zinden uzanan heparan sulfat yan zincirleri bir polianyon olusturur
[20].

Lamina densaya bakan lamina retikularisde de fibronektin vardir.
Laminin, tip IV kollajene heparan sulfata ve epitel hlcre membrani
integrinlerine baglanan domeynlere sahiptir. Bu gekilde epitel hicreleri bazal
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laminaya tutunurlar. Bazal lamina, fibronektin, tutturucu fibriller (tip VII
kollajen) ve mikrofibriller (fibrillin) dahil birkag substratla retikiler laminaya
iyice tutundugu sanilir. Batin bunlar bag dokusu fibroblastlarinda yapilir [20].

Bazal lamina hem bir molekuler filtre gérevinde bulunur hem de epitel
icin esnek fakat siki bir destek olarak islev gorur. Filtre etme 6zelligi sadece
tip IV kollajen ile degil heparan sulfatla da iliskilidir. Tip IV kollajenin
olusturdugu agin spesifik porlar filtre goérevinde bulunur. Halbuki heparan
sulfat negatif elektrikle yuklidir ve negatif elektrik yukli molekullerin gegisini
sinirlar. Bazal laminanin bir baska fonksiyonu da yuzeyinden hucrelerin
gbgudur. Yaralanmada epitel yenilenirken ya da motor sinirlerin
rejenerasyonu esnasinda miyonoronal baglantilar yeniden kurulurken hicre
gocu izlenebilir [20].

2.2.8 Lamina Retikiilaris

Lamina retikllaris (Sekil 7) degisen kalinlikta bir bdlge olup
fibroblastlar tarafindan sentezlenen tip | ve tip lll kollajenlerden yapiimistir.
Bazal lamina ile bag dokusu arasindaki ara yuzeydir ve kalinligi epitel
yluzeyine uygulanan surtinme gugclerine gore degisir. Bu ylzden deride
oldukga kalindir ve akciger alveol epiteli altinda ise oldukga incedir [20].

Bag dokusunun tip | ve tip lll kollajen lifleri lamina retikularisin
mikrofibrilleri ve tutturucu fibrilleriyle etkileserek baglar kurarlar. Ustelik
kollajen liflerin bazik gruplari lamina densa GAG'larinin asidik gruplariyla
baglanirlar. Ek olarak kollajen baglayici domeynler ve fibronektinin GAG
domeynleri bazal laminanin lamina retikilarise tutunmasina ileri dizeyde
yardimci olurlar. Boylece epitelyal kilif bazal lamina ve lamina retikularisten
yapili hicresiz ara yuzey altindaki bag dokusuna baglanir [20].

2.2.9 integrinler

integrinler  transmembran proteinlerdir. Ligandlarla baglar
olusturduklari icin hlcre membran reseptorlerine benzerler. Ama
reseptorlerin aksine sitoplazmik bolgeleri hucre iskeletine baglanirlar.
Ligandlari, sinyal verici molekuller degildir fakat kollajen, laminin ve
fibronektin gibi ESM molekiillerinin yapisal Gyeleridirler. Ustelik bir integrin ve
ligandi arasindaki iligki bir reseptor ve ligandi arasindaki iliskiden gok zayiftir.
integrinler reseptérlerden daha ¢ok sayidadir ve bdylece bagd zayifigini
kompanse eder, keza ESM ylzeyi boyunca hlcre gogune izin verir [22].

integrinler, alfa ve beta glikoprotein zincirlerinden yapilimis
heterodimerlerdir (yaklasik 250000 dalton). Karboksil uglarina hucre
iskeletinin talin ve alfa aktinini baglanir. Amino ucglarinda ESM'nin baglayici
yerleri vardir [20, 22]. (Sekil 2.2.9.1.)
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Sekil 2.2.9.1 Tipik bir integrin molekilinin yapisi. Hicre disindaki matriks proteinlerine
hicrenin ve aktin hucre iskeletinin baglanabilmesi igin transmembran
baglayicilari vardir. [22].

integrinler hiicre iskeletini ESM'ye bagladiklari igin transmembran
baglayicilar olarak bilinir. integrin molekliiniin alfa zinciri Ca*? ya da Mg*?u
baglar. Bunlar ligandla baglanan 6zel bag dokusunun devami igin gerekli
olan divalent katyonlardir [22]. (Sekil 2.2.9.1.)

Ligand 6zgunlugu, hucresel dagilimi ve fonksiyonu farkli olan gok
sayida integrin vardir. Bazisina genelde ligand reseptdr denilir (6rnegin
laminin reseptor, fibronektin reseptor) [20, 22].

2.3 Matriks Metalloproteinazlar (MMP’ler)
2.3.1 Metalloproteinazlarin Genel Yapisi

Proteolitik enzimler, terminal veya internal peptid baglarini kirmalarina
gore sirasiyla ekzopeptidazlar veya endopeptidazlar olarak siniflandirilirlar.

Endopeptidazlarin  ¢ogu katalitik mekanizmalari ve inhibitor
duyarhliklari g6z énune alinarak, serin, sistein, aspartik endopeptidazlar veya
metalloproteinazlar olarak siniflandirilirlar [25]

MMP’ler gesitli hiicre yani substratlarini isleyen veya yikan, ¢oklu bir
gen ailesine ait 25’ten fazla salgisal ve hucre yuzey enzimleridir. MMP’ler biz
enzim ailesidir, dokunun yeniden modellenmesinde gorev alir.

MMP’lerin hedefleri arasinda; diger proteinazlar, proteinaz inhibitérleri,
pihtilagma faktorleri, kemotaktik molekuller, latent buyume faktorleri, bayume
faktorlerini  baglayici proteinler, hicre yuzey reseptorleri, hlcre-hlcre
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adezyon molekilleri ve butin ESM proteinleri gosterilebilir. Bu nedenle
MMP’ler birgok biyolojik islemi duzenleyebilme yetenegindedir [25] .

Hucre digi proteinazlar birgok gelisimsel ve patolojik islemler icin gereklidir.
Bir hicrenin c¢evresi ile iliski kurmasi, ¢ok hucreli organizmalarin
gelisebilmeleri ve normal olarak islev goérebilmeleri icin ESM proteinlerini
parcalayabilme yetenegi gereklidir [25]. Bu durum; 1962 yilinda Gross ve
Lapiere’in [26], gerilemekte olan iribas kuyrugu tarafindan dretilen diffize
olabilen enzimlerin fibrillar kollajen jelleri pargalayabildigini gostermelerinden
cok oOnceleri bilinen bir gercektir. O zamandan bu yana hidradan insana
kadar cesitli tirlerde tanimlanan bu enzim ailesine katalitik aktivitelerinde
metal iyonlarina  bagimhliklarindan, ESM’nin  yapisal proteinlerini
parcalayabilme yeteneklerinden ve 6zgun evrimsel dizileri nedeniyle topluca
“Matriks Metalloproteinazlar’ veya “matriksin” ler adi verildi [27]. ESM
substratlarina ek olarak MMP’ler, ayni zamanda hucre ylzey molekullerini ve
diger periselluler non matriks proteinleri de pargalarlar ve bu sayede hucre
davranisini gesitli yollardan duzenleyebilirler [28]. MMP’ler; modifiye ettikleri
bircok protein gibi, embriyonik gelisim, doku morfogenezi, yara iyilesmesi,
inflamatuar hastaliklar ve kanser gibi gesitli fizyolojik ve patolojik olaylarda rol
alirlar [11, 29].

MMP’lerin hicre kaderini ve keza gelismenin sonugclarini bu kadar
etkileyebilmeleri, beraberinde ¢ok siki bir sekilde kontrol edilmelerini
gerektirmektedir. MMP’lerin aktif olmayan zimojenler olarak salgilandiklarinin
[30] ve daha sonra aktivite kazandiklarinin 6grenilmesi, kollajenolitik
aktivitenin ilk kez gosterilmesinden ¢ok sonradir.

Metalloproteinazlar dizi iceriklerine bagl olarak da bes ust aileye
ayrilirlar. Bunlardan Metzincin, katalitik bileseninde ¢inkoyu baglayan yuksek
oranda korunmus Ug¢ histidin ve aktif ¢inko alaninin altina yerlesmis bir
metionin dongusu igerir [27].

Cinko baglayici motifleri, HEBXHXBGBXHZ icerir: (H) histidin, (E)
Glutamik asid, (G) Glisin, (B) degisken hidrofobik rezidu, (X) degisken rezidu,
(Z) aile 6zgun amino asidi temsil etmektedir. Metzincinler Z dizilerine gore
daha ileri 4 multigen ailesine ayrilir. Serralizinler, Astasinler,
ADAM/adamalizinler ve MMP’ler. Birka¢ MMP hari¢ tim MMP’lerde bu Z
dizisi serin’dir [27].

MMP ailesinin bircok Uyesi yapisal acidan ele alindiginda; evrim
suresince iyi korunmus U¢ ayri bilesenden olustuklari gézlenir: bir amino-
terminal propeptid, bir katalitik domeyn ve karboksi-terminal ucunda bir de
hemopeksin-benzeri bir domeyn (Sekil 2.3.1.1.) [31]. Propeptid; ¢inko
atomuyla etkilesen ve yaklagik 80-90 amino asit iceren bir sistein dizisi igerir.
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Tdm MMP’ler durgun formda uretildiginden, propeptidin proteoliz ile
uzaklastirimasi zimojen enzimin aktivasyonu ile sonuglanir [31]. Katalitik
domeyn; iki ginko iyonu ve en az bir kalsiyum iyonu igerir. iki ¢inko iyonundan
biri aktif kisimda yer alir ve MMP’lerin katalitik islemlerinde gorev yaparlar.
Yapisal ¢inko iyonu olarak bilinen ikinci ¢inko iyonu ve kalsiyum iyonunun
rolleri hakkinda ¢ok az bilgi vardir [32]. MMP’lerin hemopeksin-benzeri
domeynleri buylk Ol¢gide korunmustur ve plazma proteinlerinden
hemopeksin ile sekans benzerlikleri gostermesi nedeniyle bu sekilde
isimlendirilmigtir [31]. Bu domeynin substrat baglamada ve TIMP’lerle
etkilesimde fonksiyonel rol oynadiklari gosterilmigtir [33, 34]. Bu temel
domeynlere ek olarak MMP ailesi; igerdikleri fazladan veya eksik fonksiyonel
ve yapisal domeynlere gore farkh alt gruplara ayrilir (Sekil 2.3.1.1.)

] | e—

° - e
T — | —
o [ | | s—
r D0 1 JEH]
¢ [ I Il ]
U] || e——
B sinyal peptici [l Baglayici kisim Cagiy, e

ve sitoplazmik domeyn

B Fro peptid [ Hemopeksin benzeri domeyn [] ::::::Z:::.:mk“w

[ Kataiitik Doreyn [ Fibronektin tip | domeyni [ Virenektin-benzen domeyn

Bl | sistein ve prolinden zengin, IL-1 reseptér-benzer domeyn

A= Minimal domeynli MMPler (MMP-7, MMP-28)

B- Hemopeksin domeyni iceren MMPler (MMP-1, -3, -8, -10, <12, 13, -18, 19, -20)
C- Jelatin-Baglayic MMPler (MMP-2 / Jelatinaz A)

D- Jelatin-Baglayici MMPler (MMP-3 / Jelatinaz B)

E- Forin-aktive salgisal MMP'ler (MMP-11, MMP-28)

F- Transmembran MMPler (MT1-MME, MT2-MME. MT3-MMP, MTS-MME)

G- Vitronektin-benzen domeyn igeren, baglayic! igermeyen MMPler (MMP-21)

H- Sistein / Prolinden zengin, IL-1 reseptor-benzeri domeyn igeren MMP'ler (MMP-23)

Sekil 2.3.1.1 MMP’lerin bilesen yapilarina gore siniflandirimasi
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2.3.2 MMP’lerin islevleri

Gunumuze kadar 25 omurgali MMP ve 22 insan homologu MMP
tanimlanmigtir [88-90] Bunlara ek olarak ¢esitli omurgasiz MMP’leri de
tanimlanmigtir. Her omurgali MMP’si farkl, fakat ¢ogu zaman ortusen
substrat 6zgunlUklerine sahiptir ve ESMnin hemen hemen tuim
komponentlerini parcalayabilirler (Cizelge 2.3.2.1.) [35].MMP isimlendirmesi
basit olmakla birlikte agik degildir [36]. Bu enzimlerin birgopgunun birden ¢ok
ismi vardir. Basit olarak MMP’ler; 4 grupta siniflandirilir [37].

1) Jelatinazlar: Jelatinaz A ve B (sirasiyla MMP-2 ve MMP-9)’ yi igerir ve
tip IV kollajen, tip V kollajen ve denatire kollajenleri (jelatinleri)
parcalayabilirler.

2) Kollajenazlar: interstisyal kollajenaz (MMP-1), nétrofil kollajenaz
(MMP-8), kollajenaz-3 (MMP-3) ve kollajenaz-4 (MMP-18, insan) ‘ U
icerir. Kollajenazlar; tip I, Il, Ill, VII ve X kollajeni (ESM’ nin interstisyal
kollajenleri) pargalayabilirler.

3) Stromelizinler: En genis substrat spesifitesine sahip olup, tip I, IV, V,
VII kollajen, laminin, fibronektin, jelatinler, elastin ve proteoglikanlari
parcalayabilirler. Stromelizin -1 (MMP-3) ve Stromelizin-2 (MMP-10)
benzer yapi ve substrat 6zgunligune sahiptir. MMP-3 ve MMP-10
kiltirde ve in vivoda keratositlerde ve fibroblastlarda eksprese edilir.
MMP-3 ayni zamanda meme bezi gelisiminde stromal hicrelerde de
uretilir ve 6nemli ESM yeniden modellenmesi ve alveolar apoptoz
gerceklesirken  yogun  sekilde laktasyon sonrasi meme
involisyonunda up-regule edilir. MMP-3 hedef hlcrenin farkhlasma
konumuna goére apoptozu veya proliferasyonu tetikleyebilir. Ayrica bu
enzim dogal tumor promotoru olarak anjiyogenezi tetikler.Durgun
MMP-1 igin potansiyel aktivatordir [38]. MMP-3 gibi proteoglikanaz
aktivitesi olan metalloproteinazlarin, glikozaminoglikan yan zinciri ile
protein etkilesimini bozdugu dusunular [39]. Proteoglikanlarin merkezi
proteinleri dogrudan kollajen fibrillere  baglanir ve onun
glikozaminoglikan yan zincirlerinin digerleri ile etkilesime girerek fibril
araliklarini ve doku hidrasyonunu duzenledigi dustunulmektedir.

4) Membran tip (MT)- MMP’ler: Membrana baglh MMP’lerdir. MT1-

MMP, MT2-MMP, MT3-MMP, MT4-MMP, MT5-MMP ve MT6-MMP
tanimlanmigtir.
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Cizelge 2.3.2.1 MMP’ler, Substratlari ve Ekpresyon Profilleri

Enzim Substratlar Ekspresyon ve Gorev
Kollajenazlar

Kollajenaz-1 (MMP-1) Kollajen I, I, 11, VII, VIII, X, agrekan Gelisim, doku tamiri
Kollajenaz -2 (MMP-8) Kollajen 1, I, lll, agrekan, serpin, a2M Lokositler ve kikirdak
Kollajenaz -3 Kollajen I, 11, Ill, 1V, IX, X, XIV, jelatin, Kemik gelisimi,
(MMP-13) fibronektin, laminin, tenassin C, invaziv timérler

agrekan, fibrillin, osteonektin,serpin

Stromelizinler

Stromelizin-1 (MMP-3) Kollajen tip 1V, V, VII, IX, X, XIV, fibronektin, Keratinositler

elastin, jelatin, laminin, agrekan, Fibroblastlar

nidogen, fibrillin, osteonectin, a1PI, MBP, decorin

Stromelizin-2 (MMP-10) Kollajen tip IV, V, IX, X, XIV, fibronektin, elastin, Keratinositler

jelatin, laminin, agrekan, nidojen ve fibroblastlar
Stromelizin -3 (MMP-11) |a1PI insan invaziv kanserleri
Metalloelastazlar kollajen tip IV, jelatin, fibronektin, laminin,
(MMP-12) MBP, elastin, vitronektin, nidojen, a1PlI, makrofajlar

fibrillin, plasminojen, apolipoprotein A,

proteoglikanlar

Matrilizinler
Matrilizin-1 (MMP-7) Kollajen tip 1V, elastin, fibronektin, laminin,
nidojen, tenasin, osteonektin, MBP, Kanal epitel hiicrelerinde
dekorin, versikan, a1PI Ekzokrin bezler
Matrilizin -2 (MMP-26) Kollajen tip 1V, jelatin, fibronektin, fibrin, Uterus ve plasenta
fibrinojen, tip | jelatin, a1PI, b-kazein, Ureme siirecinde
Jelatinazlar
Jelatinaz A (MMP-2) Kollajen I, IV, V, VII, X, jelatin, fibronektin, Degredasyon
tenasin, fibrillin, osteonektin, MBP, dekorin, a2M Fibriller kollajenazlaria
yariklanma
Jelatinaz B (MMP-9) Kollajen tip 1V, V, VII, XI, XIV, XVII, jelatin, Kollajenazlar, invazyon
elastin, fibrillin, osteonektin, fibronektin, Malign timérlerde
MMP-28 ND Testis, akciger,

keratinositler

MMP’ler: embriyonik gelisim, blastosist implantasyonu, organ
morfogenezi, sinir blyumesi, ovulasyon, servikal dilatasyon, postpartum
uterus involisyonu, endometrial siklus, kil foliklGli siklusu, kemik
modellenmesi, yara iyilesmesi, anjiyogenez, apoptoz vs. gibi birgok normal
biyolojik islemin yani sira, arthirit, kanser, kardiyovaskuler hastaliklar, nefrit,
norolojik hastaliklar, periodontal hastaliklar, kan-beyin bariyerinin yikilmasi,
deri Ulserasyonu, gastrik Ulser, korneal Ulserasyon, karaciger fibrozu, fibrotik
akciger hastaligi gibi cesitli patolojik islemlerde de aktif olarak rol oynarlar
[40]. Her ne kadar MMP’lerin ana fonksiyonu doku rezorbsiyonu ve
hastaliklarin gelisimi sirasinda ESM’nin ortamdan kaldirilmasi olsa da,
MMP’ler 6zgln proteoliz yoluyla bazi ESM makromolekdillerinin biyolojik
fonksiyonlarini  degistirebilirler.  Ornedin  amniyon epitelyal hicreleri
dogumdan hemen 6nce Tip | kollajenin kollajenazlarca yikilmasindan dolayi
apoptotik hucre olumune gider [41]. Transgenik hayvan modelleri ve gen
transfer teknikleriyle MMP’lerin biyolojik ve patolojik fonksiyonlarina yeni
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yaklasimlar saglanmistir [42]. Trofoblast dev hicrelerinde MMP-9'un
ekspresyonu, fare Dblastosist buyumesi ve erken implantasyon
basamaklarinda [42-44] ve daha sonraki embriyonal iskelet dokusu
gelisiminde kritik gorunmektedir [45] .

MMP’lerin Uremedeki fonksiyonlarina iligkin ilk c¢aligmalar materyal
eldesinin kolayhgdi agisindan daha ¢ok primat [46-48], fare [42, 49] ve sigan
[50, 51] gibi hayvanlarin gebelik veya menstrual siklus endometriyumlarina
aittir. Endometriyumda menstruasyon dolayisiyla surekli bir doku yikimi ve
yenilenmesi  gerceklestiginden,  arastiricilar  ilkin  endometriyumda
sentezlenen MMP’ler (zerinde yogunlagsmislardir. MMP  aktivitesinin
uterustaki ilk varligi; siganda postpartum donem sirasinda gosterilmistir [52].

MMP’lerin tek fonksiyonu ESM’yi sindirmek yoluyla hlicre gbguni ve
doku modellenmesini saglamak degildir. ESM, yapisal ve bariyer
fonksiyonlarinin yani sira birgok ek rollere sahiptir. Ornegin, bazal membran,
epitel hiucrelerin hayatta kalmasini ve bayumesini saglarken, ESM de cesitli
biyolojik olarak aktif molekdller icin bir rezervuar olarak goérev alir. MMP’ler
tarafindan ESM komponentlerinin proteolizi bu fonksiyonlari degistirebildigi
gibi, tamamen farkli biyolojik aktif elemanlarin ortaya ¢ikmasina da neden
olabilir [53]. Birgok MMP (MMP-1,2,3,7,11 gibi), Tumor Nekroz Faktor- o
(TNF-a), insilin Benzeri Biiyiime Faktori-1 (IGF-1), Epidermal Biyime
Faktorl (EGF) ve Fibroblast Blyime Faktori (FGF) gibi bircok blyume
faktorinan aktivitesini, bu faktorleri bolmek suretiyle direkt olarak
duzenleyebilir [31, 53]. Tum bu nedenlerden dolayr matriksin parcalanmasi
MMP’lerin ne tek, ne de ortak fonksiyonel 6zelligidir.

MMP’ler normal veya patolojik fonksiyonlarini yerine getirebilmek igin
dogru zamanda, dogru hudcre ve perisellliler yerlesimde, dogru miktarda
bulunmali ve duzgin bir gekilde aktive veya inhibe edilmelidirler [25]. Bu
nedenle MMP’ler transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel seviyelerde sikica
kontrol edilmelerinin yani sira, protein duzeyinde aktivatorleri, inhibitorleri,
salgilanimlarini etkileyen faktorler veya hiicre yuzey lokalizasyonlari ve kendi
yikimlari yoluyla da kontrol edilir .

2.3.3 Dinlenim Durumundaki Metalloproteinazlarin Aktivasyonu

Tam diger proteolitik enzimler gibi MMP’ler, inaktif proenzimler veya
zimojenler olarak sentezlenirler. Bu latent durum, propeptid domeynin C-
terminal ucu yakinlarinda giftlesmemis bir sistein sulfhidril grubu tarafindan
saglanir. Bu sulfidril grubu aktif ¢inko iyon alani igin dérdincu ligand olarak
gorev gorir. Aktivasyon; sistein-cinko (Cys-Zn*? | sistein switch) etkilesiminin
bozulmasini ve propeptid domeynin uzaklagtirimasini gerektirir [25, 54].
Bdylece tiyol grubu MMP hedefindeki molekulin peptid baglarini hedefleyen
bir su molekulu ile degistirilir. Sekrete edilen pro-MMP’ler, in vitro kosullarda
baska proteinazlar ve SH-reaktif ajanlar, civa bilesikleri, reaktif oksijen ve
denaturantlar gibi non-proteinaz ajanlar tarafindan aktive edilirler [13]. In
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vivo’da pro-MMP’lerin ¢odu doku veya plazma proteinazlarn ya da firsatgi
bakteri proteinazlar ile aktive edilir.

Hucre kulttrlerinde MMP ekspresyonunun hilicre spesifik indiksiyonu da
belirlenmigtir. Ornegin, forbol esterleri fibroblastlarda MMP-10 yerine MMP-3v
ekspresyonunu induklerken, keratinositlerde bunun tersi bir durum soz
konusudur [55].

2.3.4 Post-Transkripsiyonel MMP Dizenlenmesi

Post-transkripsiyonel mekanizmalar da MMP ekspresyonu Uzerinde
etkili olabilmektedir. Ornegin MMP-1 ve MMP-3 ‘G kodlayan mRNA
transkriptleri forbol esterleri ve EGF ile stabilize edilirken, MMP-13
transkriptleri PDGF ve glukokortikoidler stabilize, TGF-B ile destabilize
edilirler [56][110]. Post-transkripsiyonel dizeyde duzenlenmesi, alternatif
kirpilma ve alternatif poliadenilasyon ile de saglanir.

2.3.5 MMP Sekresyonunun Diizenlenmesi

Her ne kadar MMP’lerin ¢ogu translasyonun hemen ardindan
salgilansa da onemli oOlgude sekretuar kontrol da mevcuttur. MMP-8
(kollajenaz-2, notrofil kollajenaz) ve MMP-9 kemik iliginde farklilasan
granulositler tarafindan sentezlenir ve dolasimdaki nétrofillerin sirasiyla
spesifik ve jelatinaz (tersiyer) granullerinde depolanirlar ve inflammatuar
mediatorler aracili nétrofil aktivasyonunu takiben salinir. [57]. Makrofajlarda
plazmin ve trombin MMP-12 sekresyonunu indukler fakat transkripsiyon
oranini degistirmez [58].
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2.4 Prostaglandinler (PG’ler)

Prostaglandinler “Eikosanoidler” olarak tanimlanan 20 karbonlu
hormonlarin en genis ailesidir. Bu isim yunancadan koken almigtir. Yunanca
“eikosi” 20 sayisina karsilik gelmektedir. PG’lere ek olarak bu hormon grubu,
prostasiklinler, tromboksanlar ve Iokotrienleri igerir. Bu molekullerin tamami
arasidonik asitten koken alir. Arasidonik asit ise fosfolipitler ve
diacilgliserolden sentezlenir. [59]

Prostaglandin ismi ise prostat bezinden koken almistir. 1930 yilinda
Isvegli fizyolojist UIf von Euler ve badimsiz olarak M.W. Goldblatt bu
molekUll insan semeninde tanimlamig ve prostatik salginin bir kismi
olduguna inanmiglardir.[59] Gergekte bu salgi semene, seminal vezikl
araciligiyla salgilanir. Daha sonralari bu molekulin pek ¢ok dokuda farkh
islevler gormek amaciyla uretildigi gosterilmigtir.

Steroid hormonlara zit olarak lipidler bazen de hiucre yuzey
reseptorleri ile etkilesen sinyal molekillerine kaynak olusturur. Hlcre ylzey
reseptorlerine baglanan primer yagda ¢6zunen hormonlar PG’lerdir. 9 farkl
sinifta incelenen en az 16 farkli PG tanimlanmistir. Bu siniflar PGA’dan,
PGl'ya dogru adlandiriimigtir. [60]

PG’ler kisa omurli olmalari nedeniyle lokal hormonlardir. Hormon
benzeri olmalarina ragmen tasinmaz. Kimyasal mesajcilar gibi ¢alisir. Hem
sentezlendikleri hem de 7 transmembran (serpentin tipi) reseptorlerle
baglandiklari hicrenin aktivitelerini degistirir. Bu etkinin dogasi hicreden
hicreye cesitlilik gosterir. Ayrica bu etki, insulin ve glukagon gibi etkisi
kuresel olarak ayni kalmig hormonlarla cgeligkili 6zellikler sergiler. PG’ler
inflamasyonu tetikler, bazi organlarda kan akisini dizenler, membrandan
iyon taginmasini kontrol eder, sinaptik transmisyonu duzenler ve uykuya
tesvik eder[61].

1981 yilinda aspirin benzeri aracilarin PG sentezini geri dontisumsuz
olarak inhibe ettigini bulan Sune K. Bergstrom, Bengt |. Samuelsson ve John
R. Vane 1982 yilinda bu bulugla Nobel Tip 6dultne layik olmuglardir. [59]

2.4.1 Prostaglandinlerin Biyokimyasi
2.4.1.1 Prostaglandin Biyosentezi

PG’ler hemen hemen tum doku ve organlarda bulunur. Bu molekuller
endotel, platelet ve uterus hucrelerinde basta olmak Uzere otokrin ve parakrin
duzenleyicilerdir. Hucrede “vazgecilmez yag asitleri” (EFAs) olarak bilinen t¢
molekulden sentezlenirler.

1. Gama linoleik asit

2. Arasidonik asit
3. Eikosapentanoik asit
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Ara UrlUnler fosfolipaz A2 tarafindan dUretilir. Bunun ardindan
siklooksijenaz (COX) ve lipooksijenaz yolaklari devreye girer. Bunun
sonucundan l6kotrienler, prostaglandinler, prostasiklinler ve tromboksanlar
olusacaktir. COX yolagindan tromboksan, prostasiklin ve PGE,D ve F;
lipooksijenaz yolagindan ise makrofaj ve 6zellikle Iokositlerde I6kotrienler
sentezlenir [59]. (Sekil 2.4.1.1.1)
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Sekil 2.4.1.1.1 Fosfolipidlerin, fosfolipaz A;ile hidrolizi sonucu arasidonik asit
meydana gelir. Arasidonik asit iki alternatif yolakla metabolize
edilebilir. Birincisi, prostaglandinler, prostasiklinler ve
tromboksanlari; ikincisi ise |6kotrienleri meydana getirir. Arasidonik
asitten kdken alan bu sentez mekanizmasinin ilk basamagini
arasidonik asitin PGH, ‘ye donustirtlmesi olusturur.
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2.4.1.2 Diger Terminal Prostaglandin Sentazlar

Terminal prostaglandin sentazlar  diger  prostaglandinlerin
olusumundan sorumlu enzimler olarak tanimlanmistir.  Ornegin,
hematopoeitik ve lipokalin prostaglandin D sentaz (hPGDS ve IPGDS) PGD2
ve PGH2 sentezinden sorumludur. Benzer olarak prostasiklin (PGI2) sentaz
(PGIS) PGHZ2yi PGI2'ye donusturerek aktivite gosterir. Ayrica bir
Tromboksan sentaz (TxAS) enzimi de kesfedilmigstir. Prostaglandin F sentaz
(PGFS), NAPDH varhginda, PGHzxden PGD, and PGFy, ve bu
molekullerden de 9a,11B3-PGFy4g olusumunu katalizler. Bu enzim kristalize
edilmis; PGD, ve bimatoprost (sentetik PGFy,) Uretiminde kullaniimigtir [59].

2.4.2 Prostaglandinlerin Yapisi

Doymamis karboksilik asit yapisindadir. 20 karbonlu 5 halkal bir
iskelet icerirler. Bu halkalar ¢ift bagh keton ve alkol gruplarini barindirir.
Hormon vyapisinda ve iglevinde olsalar bile yapilarinin bozulmaya olan
yatkinliklari nedeniyle asla kanla tasinmazlar. Lokal hormonlar olarak
caligirlar.

2.4.3 Prostaglandinlerin iglevleri

Pek cok farkli fizyolojik etkileri vardir. Benzer yapisal 6zelliklerinin
yaninda yan zincirlerinde olusan ¢ok kuguk farkliliklar dokuya 6zgun iglevleri
kazanmalarindan sorumludur. Ayrica ayni PG’ler farkh dokularda farkli
iglevler yaparlar. Bilinen en 6nemli islevleri duz kasta meydana getirdikleri
etki ile damar genislemesinden sorumlu olmalari ve kan basincini
dusurmeleridir. Potansiyel etkilerinin arastirilmasinda alinan yol neticesinde
gectigimiz on yilda kardlyovaskuller hastaliklarda ve viral enfeksiyon
durumlarinda (HSV ve HIV-1) kullaniimak Uzere terapotik ajanlar olarak
onerilmigtir.

1. inflamatuvar cevabi aktiflestirir, ates ve agri olusumundan sorumludur.
Bir bolgede yaralanma veya hasar meydana geldiginde beyaz kan
hicreleri bolgeye akin ederler ve orada PG sentezi yapar.

2. Kan damarinda hasar meydana geldiginde orada tikag meydana
getirilir. Tromboksan olarak adlandirilan bir prostaglandin turevi
plateletlerin bdlgeye akinini ve hasarli alani daraltmalarini tetikler. Son
olarak PGl, uretilir ve tam ters etkiyle olusturulan pihtinin
kaldirilmasina yardimci olur.

3. Pek ¢ok PG tipi dogum induklenmesi ve ureme ile ilgili sureclerde

gorev alir. PGE; uterus kasilmalarina yol agar ve disardan dogum
indtklemelerinde sikc¢a kullanilir.
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4. PG’ler diger sistemlerde de 06rnegin; gastrointestinal sistem (asit
sentezini inhibe eder ve koruyucu mukus tabakanin sentezini arttirir),
bobreklerde kan akimini hizlandirir ve I0kotrinler astimda brons
daralmasini kontrol eder.

2.4.4 Prostaglandinlere Aspirin ve Diger Analjezik Antienflamtuvar
Ajanlarin Etkileri

Aspirin COX olarak adlandirilan enzimi inhibe eder. COX-1 ve -2,
arasidonik asite eklenen oksijen ve kapanan halka ile prostaglandin
uretiminden sorumlu enzimdir. Aspirinin asetil grubu hidrolize olur ve
aragidonik asitin alkol grubu ile esterleserek molekullin aktif enzim halini
tetiklemesine engel olur [62, 63].

Bu sekilde ates ve agri durumlarinda saglanan etki aslinda COX
inhibisyonundan kaynaklanmaktadir. Ayrica aspirin istenmeyen menstural
kanamalarin durdurulmasinda da o6zellikle PGF,, sentezini durdurarak
kasiimayi ve kanamayi bununla birlikte bolgede meydana gelen agriyi azaltir.
Ancak aspirin alimi hasarli bolgelerde artan istenmeyen kanama da
olusturabilir.

2.4.5 Sentetik Prostaglandinler ve Klinikte Kullanim Alanlari

Prostaglandinler laboratuar ortaminda da sentezlenebilir ve
gunumuzde pek cok formu sentetik olarak Uretilen PG’ler klinikte yaygin
olarak degisik amaclarla kullanilir. Bunlarda en sik kullanilanlara bazi
ornekler asagidaki gibidir.

1. Dogumu induklemek, dusuk ve erken dogum icin; PGE, (dinopriston)
veya PGF,, mifepriston veya progesteron antagonistleri ile,

2. Kismi kalp defektlerinde yeni doganda ductus arteriosusun

kapanmasini engellemede,

Gida ve llag Birligi (FDA) onayh olarak peptik Ulser dnlemede ve

tedavide (PGE1, misoprostol),

Raynaud’s sendromunda veya Uyelerin iskemisinde,

Pulmoner yuksek tansiyonda,

Glukoma tedavisinde (g6z damlalarinda bimaprost ile),

Erektil disfonksiyon tedavisinde veya operasyon sonrasi penil

rehabilitasyonda (PGE1, Alprostadil ile)

w

NoO oA

Bunun yaninda galismamizin da temelini olugsturan, bu gérevi hentz
FDA tarafinda onaylanmamasina ragmen yaygin olarak dinyanin hemen
hemen her ulkesinde dogum induklemede kullanilan misoprostol bu
kullanim alanlarinin baglhcalaridir [59].

2.4.5.1 PGE1 Analogu : Misoprostol

Son 30 yilda, prostaglandinler ve farkli dozlarinin kullanimi servikal
olgunlagsma alaninda baskindi ancak yeni yeni duraganlasti. Fakat
prostaglandinler gelismekte olan (Ulkelerde hala fiyatlarn ve saklama
kosullarinin uygunlugu nedeniyle kullaniimaktadir [64, 65].
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Prostaglandinlerin rolleri simdilerde yeniden ortaya ¢ikmis ve aslinda
peptik Ulserden korunma ve tedavi olmada gelistirilen PGE4 analogu
misoprostol Uzerinde ilgi yogunlagsmigtir [66]. En az o kadar eiKili,
dinoprostone ve placebo ile servikal olgunlasma ve dogum tetiklemesi
c¢alismalarinda misoprostol en basarili ilagtir. [65, 67, 68].

Misoprostol, Gida ve ilag idaresi (FDA) tarafindan onaylanmis peptik
ulser tedavisi ve korunmasi icgin hastalarin aldigi non- steroid, anti
enflamatuvar PGE4 analogu bir ilactir. Kadin-dogum uygulamalarinda da
uterotonik ve servikal olgunlagsma aktivitesinden dolayr onemli bir ilag
olmustur.Misoprostol istege bagh tibbi ve cerrahi duguklerin, dogum
tetiklemesinin ve dogum sonrasi kanamalarin idaresinde de kullanighdir.

Diger PG preparasyonlarinin tersine, misoprostol buzdolabinda
saklama veya parenteral idare gerektirmez. Misoprostol ayrica ekonomiktir.
[69]

Sekil 2.4.5.1.1 A: Misoprostol'in molekdler yapisi. B: Ticari bicimde satilan 200
mikrogramlik Misorpstol tabletleri.
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2.5 Servikal Olgunlagma

Serviks uterus korpusundan morfolojik ve fonksiyonel olarak homojen
olmayisiyla ayrilan kompleks bir organdir [2]. Servikste gebelik boyunca
birbirini takip eden iki zit fonksiyon gerceklesir. Terme kadar olan donemde
serviks konseptin uterusta tutunabilmesi igin gerilmelere kargi direngli olmak,
kapali ve rijid kalmak zorundadir. Termde de, bunun aksine, esneklik kazanip
doguma uyum saglayabilmek igin hizla fonksiyon degisikligine gider.
Kisacasi, gebelik serviksi yumusayip esnekleserek genigler ve termde
servikal olgunlasma olarak bilinen bir bozulmaya gider [1, 2, 70, 71].

Servikal olgunlasma uterus kontraksiyonlarindan bagimsiz olarak
gerceklesen aktif bir biyokimyasal olaydi [9]. Burada inflamatuvar olaylar
aktive edilir. Bunlara proinflamatuvar sitokinlerin salinmasi, beyaz kan
hicrelerinin infiltrasyonu, degradatif enzimlerin MMP’ler salinmasi ve
aktivasyonu, ESM proteinlerinin ve glikoproteinlerin degisen sentezi, kollajen
donusumuandeki artig, siki  duzenli  kollajen fibrillerin ~ bozulmasi,
dekorin/kollajen oranindaki degisiklikler [72, 73] ve hyaluronana bagl olarak
hdacre disi sivinin artmasi dahildir. Cesitli humoral ajanlar progesteron [74],
relaksin [75], prostaglandinler ve proinflamatuvar sitokinler, keza NO gibi
lokal duzenleyiciler de dahil pek ¢cok molekul servikal olgunlagmayla ilgilidir.
Aslinda servikal olgunlagsma esnasinda ESM’nin yeniden duzenlenmesinden
sorumlu biyokimyasal mekanizmalar ginimuzde hala tam olarak anlasiimis
degildir. Yine de enzimatik degradasyonla velveya proteoglikan
konsantrasyonunun artmasiyla yani ‘dilisyonla’ kollajen liflerin ¢ozulmesi
olayi servikal direncin azalmasiyla sonuglandigi i¢cin servikal olgunlagsmanin
O0zunu tegkil eder [76].

Uterus serviksi yukarida da deginildigi gibi kollajenler, elastin,
proteoglikanlar ve hyaluronik asitten ibaret tipik bir bag dokusudur [77]. Butln
gebelik boyunca bu doku gerilme gucunu surdurmek zorundadir. ESM’nin
yikilmasi termde servikal olgunlasmada ve dilatasyonda ¢ok énemlidir. MMP’
ler bu iglerde rol alan bir grup proteazdir [78] ve aktivitesi TIMP’ler tarafindan
dizenlenir. MMP’ler belli ESM proteinlerini enzimatik yoldan sindirebilme
yetenegindeki ¢inko bagimh endopeptidazlardir. Substratlari kollajenlerden
proteoglikanlara ve bir ¢ok glikoproteine kadar degisir. Bugune kadar bu
ailenin 28 uyesi tanimlanmistir.

Servikal olgunlagmayi duzenleyen mekanizmalar hakkinda ¢ok az bilgi
vardir. Calismalarin  bulgulari olgunlasmanin serviksin kollajen ve
proteoglikan kompozisyonu degisiklikleriyle iligkili oldugunu gostermistir. Bu
konuda calisanlar hyaluronik asidin arttigini, sulfath proteoglikanlarin
(6rnegin dermatan sulfat, kondroitin sulfat) azaldigini, kollajen fibriller
arasindaki baglarin zayifladigini bildirmiglerdir. Kisacasi, doguma yakin
servikal gerilme gucundeki azalma kollajen fragmantasyonu artigina [79] ve
proteoglikan kompozisyonu degisikliklerine baglanmaktadir.
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Doku gerilme direncini hicresel ve ESM bilesenleri belirler. Servikal
ESM [80] esasen kollajen, elastin, proteoglikanlar ve
glikozaminogilikanlardan yapildigindan burada gerilme direncinin en buyuk
istirakgisi kollajendir. Demetler ya da kiliflar kollajenlerin proteoglikanlar
icinde birikip duzenlenmesiyle olustugu icin proteoglikanlar servikal
olgunlasmada etkili olabilir. Proteoglikanlar kollajen fibriller arasinda enine
baglarin olusmasinda onemlidir. Ornegin, kemikte, kikirdakta, korneada ve
deride kollajen fibril, fibril ¢api, fibril uzunlugu ve oryantasyonu farkli olan bu
yapilarda gerilme Ozellikleri de farkli olabilir [16, 81]. Servikal geriime
direncini etkiliyen mikrostrukturel degisikliklerin  bilinmesinin  serviksin
mekanik ozelliklerinin arastiriimasi bakimindan da dnemi vardir [82].

Biyokimyasal analizlerle kalitatif imaj ¢alismalari yardimiyla servikal
olgunlasma zamaninda kollajenaz aktivitesine paralel olarak Kkollajenin
fragmente oldugu ve ¢dzlnebilir kollajen miktarinin arttigi bildirilmistir [6].
Servikal olgunlasmanin kollajen aktivitesiyle primer iligkili oldugunu bildiren
bu klasik yaygin goérise karsi cikan gorusler de mevcuttur [8]. Bu
arastirmacilar ileri gebelikte siganda, azalan gerilme glcunu servikste kuguk
oranda bulunan organize kollajen varligina bagladilar. Klasik gorisun aksine
bu olayda beklenen kollajen fragmantasyon artigi gorilmemistir. Daha ziyade
kollajen yapida fibriller arasi araliklarin normale goére arttigi bildirilmigtir [8].
Arastirmacilar burada servikal gerilme direncindeki azalmay! kollajen
yariklanmasi artisindan ziyade enine badglantilarin bozulmasiyla fibril
organizasyonu ve oryantasyonundaki duzensizliklerden ileri gelebilecegini
rapor etmislerdir [6, 8].

ESM’nin surekliligi kollajen olusumu ve yikimiyla izlenen dinamik bir
olaydir. ileri gebelikte servikal fibroblast apoptozunda bir artis vardir ve bu da
yeni kollajen Uretiminde azalmaya neden olabilir. Bu nedenle kollajenazlar
dogum oOncesi servikal olgunlasmada degil, dogum esnasindaki servikal
dilasyonda daha énemli olabilir [6, 8].

Proteoglikanlarin  gerilme direncine katkilari  kollajenden az
anlasiimistir [8]. Bunlarin tGmor olusumu ve doku tamiri gibi olaylarda
fibrillogenezis ve fibril organizasyonunda anahtar rol oynadiklari sanilir.
Proteoglikanaz aktiviteli MMP lerin glikozaminoglikan yan zincir protein
etkilegsimlerini bozduguna inanilir. Proteoglikanazlarla proteoglikanlarin
bozulmasi lifi olugturan kollajen fibrillerin birbirinden ayrilmasina ve gerilme
direncinin dismesine neden olur [8].

MMP’ler ESM donusimunden sorumlu bir enzim ailesidir [13, 40].
MMP-2,-3,-7,-9 ve —13 siganda gebelik boyunca mevcuttur. MMP-1 insan
serviksinde bulundugu halde sicanda yoktur. MMP-7 ve-13 ekspresyonunun
dogum sonrasinda pik yaptigi bildirilmigtir. Bunun uterus involusyonuyla
iligkili oldugu sanilmaktadir. MMP-3 ve -9 gebe tavsanda serviksin
yenilenmesiyle iligkili bulunmustur [40]. Domuz serviksinde de relaksin
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indikeli MMP-2’'nin arttigi belirlenmigtir [53, 83]. Gebe siganda bir
progesteron antagonisti olan mifepriston indikeli servikal olgunlagsmada bir
jelatinaz ve tip IV kollajenaz olan MMP-2’nin tip | Ug¢lu helikal kollajen
fragmantasyonunu indukledigi gosterilmistir . Butin MMP’lerde, MMP-2 hari,
gen transkripsiyonunu duzenleyen promoter elementlerde ayni yapidadir.
MMP-14 ekspresyonunda gebe sican serviksinde artis goruldigu halde
bunun istatistiksel yonden onemli olmadigi anlasiimistir [11, 50, 83, 84].

MMP-3 ekspresyonu fetal membranlar, uterusun perivaskuler dokulari
ve miyometriyum dahil bir ¢ok uterus dokusunda gosterilmistir. Bu gune
kadar yapilan ¢alismalarda fetal membranlarin yirtimasinda MMP-3’Un rol{
tartismalidir. Preterm ve term membran yirtilmalari olan hastalarda fetal
membranlarda ve amniyon sivisinda MMP-3’teki artislar MMP-3’Gn bu
olaylarda rol alabilecegini gostermektedir [78]. Simdiye kadar ¢ok az galisma
tarafindan gebelik boyunca servikal MMP-3 degerlendirilmistir [6, 85].

Prostaglandinlerin  servikal olgunlagsmaya katildiklarina inanilir.
Prostaglandinlerin bir ¢ok yoldan ESM bilesenlerini duzenledigine dair
bulgular vardir. Prostaglandinlerin sitokin sentezini sitimule ettigi ve proteaz
aktivitesini  inhibe ettikleri  bildirilmistir [70, 86]. Ornegin, PGE2nin
glikozaminoglikanlari ve kollajenaz aktivitesini stimlle ettigi, keza hyaluronik
sintaz aktivitesini arttirdigi ifade edilmigtir [87]. Aksine, prostaglandinler bazi
arastinicilarin bildirdigi gibi gercek anlamda kollajenaz aktivitesini stimule
etmeyebilir. Servikal olgunlasma esnasinda hyaluronik asit IL-I sentezini
indUkleyebilir.  Bu sekilde PGE, servikste bir kemotaktik etki
kombinasyonunda gorev alabilir; buna bagh olarak kiguk damar duvarlari
genisleyebilir ve serviksin lenfosit infiltrasyonunda bir artis olabilir. PGE>
indUkeli servikal olgunlagsma c¢alismalarinda enzimatik kollajen yikiminda,
kollajen olmayan protein sentezinde ve hyaluronik asit konsantrasyonunda
artiglar oldugu bildirilmistir [70, 86, 88].

2.5.1 Servikal Olgunlagma ve Steroid Hormonlar

Gebe sigan serviksinde PGE;' nin 4 farkli reseptoruanin (EP-1,-2,-3,-4)
oldugu, herbirinin dokuya ve hucreye spesifik eksprese edildigi bildirildi. EP-
4" Un servikal dokunun yeniden vyapilanmasindan sorumlu oldugu
sanilmaktadir. Servikal olgunlagsmadan sorumlu reseptorlerin orta gebelikte
degil ileri gebelikte ortaya ¢iktigi gosterildi. Bunlardan EP-4 ekspresyonu ileri
gebelikte sicrama yaparken EP-1 ve EP-3’Un termde erken gebeliktekine
gbre daha dusuk oldugu belirlendi [85]. EP-2 ekspresyonunun gebelik
muddetince degismedigi bildirildi. Bu bulgular PGE, indukeli servikal
olgunlasmada EP-4 Gn merkezi bir rol oynadigini géstermesi bakimindan
ilgingtir [85]. Nitekim gebe sicanda PGE; induklenmesini takip eden 21.gunde
normal ve PGE; uygulanmis hayvanlar arasinda servikal gerilme direncinde
onemli farklarin oldugu bildirilmistir. Ayni ¢alismada polarize 1s1k
mikroskobunda normal ve PGE; uygulanmis doku kesitlerinde organize fibril
alanlar1 ile fragmante olmus, bozulmus fibril alanlari belirlenmistir [6].
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Sonugta kontrol hayvanlarina gére PGE; indikeli hayvanlarda kollajen
organizasyonunda %30 bir azalma belirlenmigtir [16, 69, 86].

Servikal olgunlasma eksikligi dogumun indiklenmesini ve hizini
olumsuz yonde etkileyen onemli engellerden biridir. Kadin dogum uzmanlari
ginumuzde dogumun en kisa zamanda induklenmesi ve sezeryan dogum
oraninin en aza indirgenmesi ic¢in uterus serviksini olgunlastiracak cesitli
ajanlar ve metotlar kullanirlar. Servikal olgunlagsma icin ginimuzde kabul
edilebilen metotlar sentetik prostaglandin E; (PGE4) ve prostaglandin E;
(PGE;) analoglari, oksitosin infuzyonu ve mekanik servikal dilatorlerdir.
Servikal prostaglandin E; analogu olan misoprostol bugin servikal
olgunlagmada ¢ok yaygin olarak kullanilan ajanlardan biridir [9, 89, 90].

Progesteronun servikal olgunlagsma Uzerinde butun kontrolu sagladigi
sanilir. Antiprogestinler, insan dahil bitln tlrlerde servikal olgunlasmanin
indUklenmesinde de etkili ajanlardir. Kobayda, bir progesteron antagonisti
olan promegastonun, onapriston indukeli servikal olgunlasmayi tamamen
bloke etmesi etkinin progesteron reseptoriniun araciligiyla oldugunu gosterir.
Fakat, son yapilan ¢galigmalar siganda servikal olgunlagsmanin progesteronun
kanda spontan olarak azalmasindan kisa sure Once basladigini gosterir.
Kobayda, gebelik suresinde oOstradiol ve  Ostrojen  prekirsori
androstendionun olgunlagtirici  etkilerini, Ornegin yuksek progestron
konsantrasyonunda gdsterilememistir. Ostradiolin  kadinlarda servikal
olgunlagma uzerindeki olumlu etkilerine dair bulgular yoktur [74].
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GEREC ve YONTEM

3.1 Servikal Olgunlagma Modelinin Olugturulmasi

Arastirmada, deneye girmemis ve ciftlesmemis, ortalama agirliklar
250- 300g olan Rattus norvegicus turd 90 gunlik (120 disi ve 60 erkek)
toplam 180 sigan kullanildi. Deney hayvanlari Akdeniz Univeristesi Deney
Hayvanlari Laboratuvari’ndan temin edildi. Yapilacak olan deneyler, Akdeniz
Universitesi Hayvan Kullanim ve Bakim Kurulu tarafindan incelenerek,
c¢alismanin bilimsel etik gergevesinde oldugu ve istenen deney hayvanlarinin
tahsisinin uygun oldugu kararina varildi. Normal yem ve musluk suyu ile
beslenen sigcanlar digi/erkek orani 2/1 olacak sekilde kafeslerde 1 gece
birakildi. Ertesi sabah digi siganlara vajinal simir yapildi. Simiri sperm pozitif
olan sicanlar gebeligin 0. gininde kabul edilildi. Disi si¢anlardan; Ostrusta,
gebeligin 12, 16, 20. ve dogum sonrasi 0. gunlerinde 5 kontrol; 12, 16, 20. ve
dogum sonrasi 0. gunlerde ve 1,5 ve 3,0 ug misoprostol uygulama dozuna
bagl olarak 8 deney grubu olusturuldu. Her galisma grubunda 8 hayvan
vardi. Ostrus grubunu olusturan hayvanlar, vajinal sitolojik 6rneklerle
belirlendi.

indometasin etanolde (10mg/ml), misoprostol musluk suyunda
cozildi. Oncelikle, indometasin konsantrasyonu 1 mlP'de 10 mg olacak
sekilde ¢ozuldu. Deney grubunda endojen prostaglandin dretimini inhibe
etmek icin misoprostol uygulamasindan 1 gln Ooncesi sabahinda ve
misoprostol uygulamasinin yapilacagi gunun sabahinda erkenden subkutan
olarak her hayvana 1mg indometasin enjekte edildi. Bu son indometasin
uygulamasindan altmis dakika sonra her hayvana birinci deney grubunda 1,5
Mg ve ikinci deney grubunda 3 pg oral yolla (gavaj yoluyla) misoprostol
verildi. Hayvanlara uygulanan misoprostol dozunda Dinya Saglik Orgtl
(WHO)'nln yetiskin bir disi insan igin belirledigi 60 kg; 400 pg/ 24 saat ilag
uygulamasi icin kriter olarak alindi [91].

Kontrol hayvanlarina tasiyici verildi, belirtilen gebelik yaslarinda
servikal doku ornekleri alindi. Misoprostol uygulanan hayvanlardan da
uygulamayi takiben 24 saat sonrasinin sabahinda servikal doku ornekleri
toplandi.

3.2 Doku Temini ve Hazirlanmasi

Kontrol grubu galismasi igin ostrus, 12, 16, 20 , ve dogum sonrasi 0.
glnlerde, deney grubu c¢alismasi igin 12 , 16 , 20 ve dogum sonrasi 0.
gunlerde olan hayvanlar eter ile anestezi edildi. Her hayvanin karin 6n
duvari agildi ve uterus boynuzu altinda uzanan uterus serviksinden 1sik ve
TEM icin doku ornekleri toplandi.
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Sekil 3.2.1 A:Disi sicanin abdominal disseksiyonu. B:Disi sicanin uterusu (ok) ve
serviksi (ok basi).

Isik mikroskobu ¢alismasi i¢in alinan servikal doku ornekleri Holland
fiksatifinde (1000ml distile suda; % 40 lik 100 ml formaldehit + 5 ml glasiyal
asetik asit + 40 gr pikrik asit + 2,5 gr bakir asetat ) 4 -12 saat tesbit edildi.
TEM igin alinan servikal doku 6rnekleri de %4’lUk gluteraldehitte prefiksasyon
ve %1’lik OsO4’te postfiksasyona birakildi.

3.3 Isik Mikroskobu Galigmasi

Holland fiksatifinde 4 saat tesbit edilen kontrol ve deney grubu
hayvanlarina ait serviks dokusu Ornekleri daha sonra 6 — 7 saat akar musluk
suyunda yikandi ve sira ile %70, %80, %90 ve %100’luk alkol serilerinde
birer gun tutularak dehidrasyon igleminden gegirildi. Ardindan ksilol iginde 3
kez 5 - 7’ser dakika seffaflastirmak Uzere bekletilerek 58°C’ye ayarli etiv
icinde bulunan erimig parafin igine koyuldu. 3 defa 1’er saatlik parafin
banyosunda tutulduktan sonra etuv disinda temiz erimis parafine gémulerek
bloklandi. Parafin bloklardan alinan 5 ym kalinligindaki kesitlere rutin isik
mikroskobik ve immunohistokimyasal teknikler uygulandi.

Her iki gruba ait serviks dokusu 6rneklerinden 5-7 pym kalinhginda seri
kesitler alindi ve seri kesitlerde her iki kesitten biri alinmak Uzere her hayvan
icin 10 kesit toplandi. Kesitlerden bir kismi isik mikroskobik oryantasyon
amaciyla hematoksilen — eozin ile boyandi ve Axioplan, Zeiss (Almanya) ile
incelendi.

3.4 immiinohistokimyasal Protokol

Alinan 5 pm kalinligindaki parafin kesitlerden bazilari Poli-L-Lizin kaph
lamlar GUzerine alinarak bir gece 56 derecelik etivde bekletildi.
Deparafinasyon icin iki kere onar dakika ksilollerden gegirildi ve her birinde
beser dakika olmak kaydiyla %100, %90, %80 ve % 70’lik alkol serilerinden
gegirilerek suya indirildi. Daha sonra, distile suda ¢alkalandi ve fosfat tuzu
tamponunda (PBS, Ph: 7.2 -7.4) U¢ kere beser dakika yikandi. Kesitler,
antijenik maskenin giderilmesi i¢in 0,2 M borik asit tamponuna (pH:7.0)
konularak 60 derecelik etlivde bir gece bekletildi ve etiv disinda 20 dakika
sogumaya birakildi.
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Bunu takiben g¢evresi hidrofobik kalemle cizilen kesitler, distile sudan ve
PBS ‘ten gegcirildi. Endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi igin kesitler %
3’luk hidrojen peroksit (H20,) ile 20 dakika inklbe edildi. Distile suda
calkalanip PBS ‘te yikanan kesitler oda sicakliginda ve nemli ortamda 6zgul
olmayan immunogloblulin baglanmalarini onlemek amaciyla bloklama
serumu (LabVision UVBIlock) ile 5 dakika muamele edildi serumun fazlasi
alinarak kesitler, tavsan poliklonal anti-kollajen tip [(Cedarlanes, CL50141AP,
Rabbit Anti-Rat, Canada) , tavsan poliklonal anti-kollajen tip IV (Cedarlanes,
CL50441AP, Rabbit Anti-Rat, Canada) ve keci poliklonal anti-MMP-3
(SantaCruz Biotechnology, Inc., SC-6984, Goat Anti-Rat, USA) antikorlariyla
ile oda sicakliginda iki saat sureyle inkube edildi. Kullanilan MMP-3 antikoru,
bu enzimin hem pro (inaktif) hem de aktif formunu tanimaktadir. Kontrol
kesitlerine primer antikor yerine uygun serum (esek ve keci) (SantaCruz
Biotechnology, Inc., SC-2051, -2053, Goat Anti-Rat, USA) uygulandi. Kesitler
inkiibasyon sonunda PBS ile 3 defa 5er dakika yikandi. Bunu sirasi ile , 30
dakikalik biyotinli sekonder antikor (SantaCruz Biotechnology, Inc., SC-2051,
-2053, Goat Anti-Rat, USA) ve streptavidin — peroksidaz kompleksi
(SantaCruz Biotechnology, Inc., SC-2051, -2053, Goat Anti-Rat, USA) ile
inkiibasyon ve her iki inkibasyon arasinda ve son inkUbasyonu takiben,
tekrar PBS’le U¢ kere beger dakika yikama uygulandi. Ardindan sinyali
gelistirmek icin dokular 3’ Diamino benzidin (DAB) kromojeni (K3466, Dako,
Denmark) ile muamele edildi ve musluk suyunda yikandi. Dokular Mayer’in
Hematoksilen’inde 10 saniye zit boyama yapildiktan sonra alkol serilerinden
gegirilerek ksilole getirildi. 10 dakika ksilolde bekletildikten sonra entellan ile
kapatildi. Boyanmis kesitler Zeiss Axioplan 1sik mikroskobunda (Zeiss
Oberkochen,Germany) degerlendirildi ve fotograflandirildi.

3.5 TEM Protokolii

TEM calismasi igin toplanan kontrol ve deney grubuna ait servikal doku
ornekleri pre ve postfiksasyon sonrasinda %6,5'lik sakkoroz c¢oézeltisinde
yikandi ve dehidrate edildi. Dehidratasyon devam ederken, %1'lik uranil
asetat ile dokulara kontrast vermek amaci ile inkUbasyon gergeklestirildi.
Dehidratasyon ise uranil asetat asamasindan sonra, %100’lige kadar artan
alkol serileri ile propilenoksite kadar devam ettirildi. Bu agamadan sonra esit
hacimlerde alinarak hazirlanan propilenoksit-araldit (Araldit CY 212, DDSA,
BDMA) karisiminda dokular oda sicakiginda, rotatorda 1 gece birakildi.
Ertesi gun, dokular araldit solisyonuna alinarak rotatorda 4 saat donduruldd.
Ardindan gdmme iglemine gegcildi. Araldite gomulen dokular polimerizasyon
icin 60 derecedeki etivde 48 saat birakildi. Kapsullerden cikarilan doku
bloklarindan ultramikrotom (Leica Ultracut UCT, Austuria) ile 300 nm’lik kalin
ve 70 nm’lik ince kesitler 100 meshlik bakir gridlere alinip, uranil asetat ve
kursun sitratla kontraslanarak incelemeye hazirlandi.

Gebeligin farkli dénemlerine ait serviks kesitlerinde;
1- Isik mikroskobu dizeyinde MMP-3, kollajen tip | ve IV' Un dagilimlarina
ve immunoreaktivite siddetine,
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2- TEM duzeyinde serviks ultrastriktirindeki (hicrelerde ve doku
kollajeninde) degisikliklere bakildi ve fotograflandiriidi (TEM LEO 906E,
Zeiss Oberkochen, Germany).

3.6 istatistiksel Analiz
3.6.1 Semikantitatif Degerlendirme

Deney ve kontrol grubuna ait serviks dokularinda MMP-3, kollajen tip Ive
kollajen tip IV immunboyanmasi pozitif olan hicre sayilarinin
degerlendiriimesi HSCORE ile yapildi. Immiinohistokimyasal tekniklerle
boyanan kesitler 6zel bir okuler skalasi kullanilarak 1sik mikroskobunda
degerlendirildi. Deney ve kontrol gruplarina ait kesitlerden rastgele 3’er kesit
secildi. Her bir kesitte 5 bolge uygun buylutmede (X200) antikorlarin
immuanohistokimyasal boyanmalarinin  analizi  i¢cin  degerlendirildi.
Boyanmalar, kesitteki 0zel boyanmanin yogunlugu temel alinarak
semikantitatif olarak skorlandi.
immunoreaktif alanlarin boyanma yogunluklari da [ -: Negatif; (+): Cok zayif
pozitif +: Zayif pozitif, ++: Orta; +++: Kuvvetli pozitif;, ++++: Cok kuvvetli
pozitif ] seklinde degerlendirildi.
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BULGULAR

Calismamizin kontrol ve deney grubunu olusturan gebe siganlarin
serviks dokusunda 1sik mikroskobik duzeyde kollajen I, kollajen tip IV ve
MMP-3 antikorlarinin kas dokusunda, limen epitelinde, stromada, bezlerde,
endotel ve epitel bazal laminasinda immun boyanma yogunluklarina bakildi.
Ayrica kontrol ve deney gruplarina ait immun boyanma yogunluklar
HSCORE ile semikantitatif olarak degerlendirildi.

Elektron mikroskobik duzeyde, kontrol ve deney gruplarina ait gebe
sicanlarin serviks dokusunda epitelde ve stromal hucrelerde, keza
ekstraselluler matrikste Ozellikle de kollajen yapisindaki ultrastrikturel
degisikliklere bakildi.

4.1 Isik Mikroskobik Bulgular

Hematoksilen-eozin ile boyanan Ostrus sigcani serviksinden alinan
enine kesitlerde, genelde Iimen epitelinin uterustan vajinaya dogru tek kath
prizmatikten ¢ok katli prizmatik yapiya degistigi, vajinaya komsulugunda da
cok kath yassi oldugu gorildi. Lamina propria siki bag dokusu
gorunimundeydi. Lamina propriada bezler vardi. Yuzey ve bez epiteli
hicreleri arasinda mukus salgilayan hulcreler gézlendi. Lamina propriayi
distan enine ve boyuna kas tabakasi sarmaktaydi. En digta seroza tabakasi
bulunmaktaydi. (Sekil 4.1.1. a,b)

Gebeligin 12. ginunde az da olsa stromada Iokositlerde gorunuste bir
artis vardi, bazilari epitele penetre olmustu. Lumendeki mukusta serbest
|6kositler gozlendi. Gebeligin 16. gununde enine ve uzunlamasina kas
tabakalari arasinda acilmalar gdzlendi. iki kas tabakasi arasindaki bag
dokusunda keza lamina propriada damarlanma artmisti. Gebeligin 20.
gununde kas dokusunda ve stromal yapida 16. gune gore olduk¢a buyuk
degisiklikler gozlendi. Lumen epiteli mukus hdcresi artisini gosteren kdpuklu
gorunumdeydi. Lamina propriyada yer yer stromal yapida acgiimalar vardi.
Kas demetleri keza kas hucreleri arasinda ayrilmalar goézlendi. Dogum
sonrasi sifirnci gunde limen epitelinde ve stromada I6kosit infiltrasyonu
kuvvetliydi ve yaygindi. Bu devrede kas tabakalari keza kas hucreleri
arasindaki ayrilmalar oldukga belirgindi. Lamina propriyanin édemli bir yapisi
vardi. (Sekil 4.1.1. c,d)

Dusuk doz (1,5 pg) misoprostol verilen 12 gunluk gebe sigan
serviksinde kontrol grubundakine benzer Idkosit infiltrasyonu goézlenmedi.
Ancak lamina propriyada kontrol grubundakinin aksine 6édemli bir yapi vardi.
Keza kas tabakalari arasindaki ayrilmalar dikkat cekiciydi. Gebeligin 16.
gununde lamina propriyada Oodemli yapilarda artig gozlendi. Bu devrede
epitelde ve bag dokusunda I6kosit infiltrasyonu dikkat ¢ekiciydi. Gebeligin 20.
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gununde serviks stromasinda yogun bir I6kosit infiltrasyonu vardi. Lamina
propriyada ve kas tabakalari arasindaki bag dokusunda yogun damarlanma
keza 6demli alanlar vardi. (Sekil 4.1.1. e)

Yuksek doz (3,0 pg) misoprostol verilen 12 glnluk sigan serviksindeki
histolojik degisiklikler kontrol serviksindeki gibiydi. Gebeligin 16. glninde
lamina propriyada 6demler, keza kas demetleri arasinda agikliklar yoktu.
Gebeligin 20. guninde kas tabakalari arasindaki acikliklar ¢ok dikkat
cekiciydi. Lumen epitelinin mukus hucre sayisi artigiyla ilgili kopuklu bir
goérinimu vardi. Dodum sonrasi sifirinci gindeki serviks yapisi lamina
propriyada I0kosit infiltrasyonunun yuksek olmasi kas demetleri keza kas
hacreleri arasindaki agcikliklarin artmasi ile kontroldekine benzemekteydi.
(Sekil 4.1.1. 1)

Sekil 4.1.1

Hematoksilen-eozin ile boyanmis sigan serviksi kesitleri.

a,b: Ostrus evresinde sigan serviksi. Uzunlamasina(*) ve enine yerlesmis
kas tabakalarinin ayrica lamina propriyanin siki yapisi dikkat ¢cekmektedir.
Morfolojide bir degisime rastlanmamistir. Objektif buyUtmesi aX10, bX40 c:
Kontrol grubu 20 ginlik gebe sican serviksi kesiti. Kas tabakalari arasinda
yer alan bag dokuda agilmalar (gif ok) goriilmektedir. Objektif biyttmesi X10
d: kontrol grubu dogum sonrasi 0. giinde sigcan serviksi. Kas tabakalari aras
aciimalar (ift ok) ilerlemis. i¢ resim: dokuya yogun PMNL gégii (ok)
izlenmektedir. Objektif blyitmesi X10, i¢ resimX40

e: Duslk doz misoprostol verilen grupta dogum sonrasi 0. giinde sigan
serviksi. Kas tabakalarinin (*) siki yapisinda agilmalar ve damarlanmada
artis (¢ift ok) gorilmektedir. Objektif blyttmesi X10f: Yiiksek doz
misoprostol verilen grupta dogum sonrasi 0. giinde sigan serviksi. Lamina
propriyanin siki yapisinda acilmalar ve damarlanmada artis (i¢ resim, ok)
izlenebilmektedir. Objektif bluyttmesi X10, i¢ resimX40
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4.2 Kontrol Grubu immiinohistokimyasal Bulgular
4.2.1 Ostrus sicani serviksi
4.2.1.1 Kollajen tip |

Ostrusta bulunan sigan serviksinde genelde kas dokusu disinda diger
dokularda kollajen tip lantikoru immun boyanma zayif siddetteydi. Kollajen tip
lantikoru ile kuvvetli boyanan kas dokusunun aksine ¢ok katl prizmatik [Gmen
epitelinde damar endotelinde ve stromada boyanma siddeti zayifti.
Uzunluguna kasin butununde enine kasinda bu kasa komsulugunda kuvvetli
kollajen tip limmun boyanmasi vardi. (Sekil 4.2.1.1.a,d; Cizelge 4.2.1.)

4.2.1.2 Kollajen tip IV

Bu devrede serviksin ¢ok katl prizmatik lGmen epiteli kollajen tip IV
antikoru ile boyanmamisti. Limen epiteli bazal laminasinda boyanma zayifti.
Klguk damarlarla ven duvarlari kollajen tip IV antikoru ile zayif, blyuk damar
duvarlari da orta siddette boyanmisti. Enine kas tabakasinda zayif siddette
uzunluguna kas tabakasinda da orta siddette immuin reaksiyon goruldu.
Stromada immun boyanma ¢ok zayifti. (Sekil 4.2.1.1. b,e; Cizelge 4.2.1.)

4.2.1.3 MMP-3

MMP-3 antikoru ile serviksin ¢ok katli prizmatik lGmen epiteli orta
siddette boyandi. Stromada immuin boyanma siddeti ¢ok zayift.. Damar
duvarinda, kuguk damar endotelinde keza enine ve uzunluguna kas
tabakalarinda MMP-3 antikoru ile zayif siddette immun reaksiyon vardi. (Sekil
4.2.1.1.cf; Cizelge 4.2.1.)

a i b =

Sekil 4.2.1 imminohistokimyasal boyamalara ait negatif kontroller. a: kegi poliklonal
antikor igin negatif kontrol, b: tavsan poliklonal antikor igin negatif kontrol.
Objektif buyutmesi X10
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Sekil 4.2.1.1  Ostrus evresindeki sigan serviksinde kollajen tip I(a, d), kollajen tip IV (b, e),
MMP-3 (c, f) immin boyanmalarinin fotomikrograflari.
a,d: Kollajen I, epitel hicrelerinde (E), stromal alanda (S), damar
endotelinde (ok basi) ve dairesel kas tabakasinda (*) zayif imminpozitif
iken uzunlamasina kas tabakasinda kuvvetli immunpozitiftir.
b,e: Kollajen tip IV, damar duvarinda (ok basi) ve serviksin uzunlamasina
kas tabakasinda (*) orta siddette immunopozitif iken [iimen epiteli bazal
laminasi (¢ift ok) ve enine kas tabakasinda (*) zayif, stromada (S) ise ¢ok
zayIf immunopozitiftir. Epitel hicrelerinde (E) imminonegatiftir.
c,f: MMP-3, epitel hicrelerinde (E) orta siddette immunopozitif iken kas
tabakalarinda (*), damar duvarinda (ok basi) zayif immunpozitiftir. MMP-3
stromada ise (S) ¢ok zayIf immunopozitiftir.
Objektif blylitmesi a-cX10, d-eX40

4.2.2 12.gunde gebe sigcan serviksi
4.2.2.1 Kollajen |

Serviksin ¢ok kath prizmatik lIimen epiteli kollajen tip lantikoru ile
kuvvetli boyandi. Mukus hucreleri epitelde acgik alanlar halindeydi. Bezlerin az
sayidaki bazi epitel hucrelerinde kollajen tip Iboyanmasi kuvvetliydi. Kollajen
tip lantikoru ile kuvvetli boyanan stromada |0kosit infiltrasyonu belirgindi.
Damar endotelinde zayif, enine kas tabakasinda da c¢ok zayif siddette
kollajen tip limmun reaksiyonu goruldu. (Sekil 4.2.2.1. a,d, Cizelge 4.2.1.)

4.2.2.2 Kollajen tip IV

Kollajen tip IV antikoru boyanmasi 12 gunluk sigan serviksinde yogun
degildi. Cok kath prizmatik IUmen epiteli ve bez epiteli bazal laminasinda
kollajen tip IV antikoru boyanmasi ¢ok zayif siddetteydi. Damar duvarinda ve
kliguk damar endotelinde orta siddette bir kollajen tip IV boyanmasi vardi.
Enine ve boyuna kas tabakalarinda da epiteldekine benzer ¢ok zayif siddette
kollajen IV immun boyanmasi goruldu. (Sekil 4.2.2.1. b,e,Cizelge 4.2.1.)
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4.2.2.3 MMP-3

MMP-3 antikoru ile serviks dokularinda genelde boyanma yaygindi.
Cok katli prizmatik [imen ve bez epitelinde, keza damar endotelinde orta
siddette MMP-3 immun reaksiyonu goruldd. Gebeligin 12. gunidnde kas
dokusunda orta siddette olan immun reaksiyon Ostrus devresine gore daha
yuksekti. (Sekil 4.2.2.1. c,f, Cizelge 3)

1%
.B.".i

ViEs

Sekil 4.2.2.1 Kontrol grubunda 12 glinliik gebe sigan serviksinde kollajen tip I(a, d),
kollajen IV (b, €), MMP-3 (c, f) immin boyanmalarinin fotomikrograflari.
a,d: Kollajen I, epitel hiicrelerinde (E), stromal alanda (S) ve stromal bezlerin
epitel hicrelerinde (B) kuvvetli immulnpozitif iken dairesel kas tabakasinda
(*) ¢ok zayif immunopozitiftir. Damar endotelinde kollajen tip I1zayif
immunopozitiftir.
b,e: Kollajen tip 1V, damar duvarinda (ok basli) orta siddette immunopozitif
iken serviksin dairesel kas tabakasinda (*), Ilimen ve bez epiteli bazal
laminalarinda (gift ok) cok zayif immunopozitiftir. Epitel hicrelerinde ise (E)
immunonegatiftir.
c,f: MMP-3, kas tabakasinda (*), epitel hiicrelerinde (E), stromal bezlerde
(B) ve damar duvarinda orta siddette immunpozitif iken stromal alanda (S)
zayIf siddette immunpozitiftir. Objektif blylUtmesi a-c;X40 d-f;X160

4.2.3 16.guinde gebe si¢an serviksi
4.2.3.1 Kollajen |

Bu devrede sigan serviksinin tek katli prizmatik lGmen ve bez epiteli
kollajen tip lantikoru ile boyanmamisti. Ancak 12. gunde oldugu gibi
stromada kollajen tip lantikoru immin reaksiyonu kuvvetliydi. Damar
duvarinda, ozellikle vende kuvvetli kollajen tip limmun boyanmasi vardi. Kas
dokusunda ise kollajen tip limmuan reaksiyonu negatifti. (Sekil 4.2.3.1.a,d,
Cizelge 4.2.1.)

4.2.3.2 Kollajen tip IV

16 gunlik gebe sigan serviksinde tek katli prizmatik lumen epiteli
bazal laminasinda kollajen tip IV antikoru ile boyanma olmadigi halde, bez
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epiteli bazal laminasinda orta siddette immun reaksiyon gorildi. Stromada
boyanma yoktu. Lumen epiteline komsu bag dokusu damardan zengindi.
Damar duvarinda kuvvetli immun reaksiyon goruldu. Kas dokusunda da orta
siddette yaygin bir kollajen tip IV immin boyanmasi vardi. (Sekil 4.2.3.1. b,e,
Cizelge 4.2.1.)

4.2.3.3 MMP-3

MMP-3 antikoru ile 16 gunlik sigan serviksinde tek katli prizmatik
Ilimen ve bez epiteli orta siddette immun boyandi. Diger dokulardan damar
endotelinde ve kasta zayif, stromada ¢ok zayif bir immun reaksiyon vardi.
(Sekil 4.2.3.1. c,f, Cizelge 4.2.1.)

Sekil 4.2.3.1 Kontrol grubunda16 gunlik gebe si¢an serviksinde kollajen tip I(a, d),
kollajen IV (b, e), MMP-3 (c, f) immUn boyanmalarinin fotomikrograflari.
a,d: Kollajen I, stromal alanda (S) ve damar endotelinde kuvvetli
immunopozitif iken epitel hiicrelerinde (E), stromal bezlerde (B) ve kas
tabakasinda (*) immiinonegatiftir.
b,e: Kollajen tip IV, damar duvarinda (ok basi) kuvvetli siddette
imminopozitif iken serviksin dairesel kas tabakasinda (*) ve
stromal bez epiteli bazal laminasinda (gift ok) orta siddette immunopozitiftir.
Kollajen tip IV stromada ise (S) ¢ok zayif immunopozitif iken epitel
hdcrelerinde ise (E) immunonegatiftir.
c,f: MMP-3, epitel hicrelerinde (E) ve stromal bezlerde (B) orta siddette
immunpozitif iken stromal alanda (S) ve damar duvarinda ¢ok zayif ; enine
kas tabakasinda ise zayIf siddette immunpozitiftir.
Objektif blyitmesi a-c;X80 d-f;40

4.2.4 20.gunde gebe sican serviksi
4.2.4.1 Kollajen |

Bu gebelik yagsinda gebe sigcan serviksinin ¢ok katl prizmatik IGmen
epitelinde kollajen tip lantikoru ile orta siddette bir boyanma vardi. Stromada
ve damar endotelinde kollajen tip limmun reaksiyonu zayif siddetteydi.
Aksine, kas tabakalari arasindaki bag dokusunda ve damar endotelinde
kuvvetli kollajen tip limmun reaksiyonu goruldu. Uzunlamasina kasta
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boyanma olmadigi halde enine kasta ¢ok zayif siddetteydi. (Sekil 4.2.4.1. a,d,
Cizelge 4.2.1.)

4.2.4.2 Kollajen tip IV

20 gunluk sican serviksinde kollajen tip IV antikoru reaksiyonu damar
duvarinda ve kas tabakasinda, yaygin olarak kuvvetliydi. Stromada kollajen
tip IV immun boyanmasi ¢ok zayif siddetteydi. Cok katli prizmatik epitelin
bazal laminasi boyanmamisti. Genelde serviksin immun boyanma reaksiyonu
16. gliindekine benzemekteydi. (Sekil 4.2.4.1. b,e, Cizelge 4.2.1.)

4.2.4.3 MMP-3

MMP-3 antikoru ile ¢ok katli prizmatik [imen bu gebelik yasinda orta
siddette boyandi. Stromada ve damar endotelinde zayif siddette MMP-3
immun boyanmasi vardi. Enine ve boyuna kas tabakalarinda MMP-3 immun
reaksiyon siddeti kuvvetliydi. (Sekil 4.2.4.1. c,f, Cizelge 4.2.1.)

Sekil 4.2.4.1 Kontrol grubunda 20 glinliik gebe sigan serviksinde kollajen tip I(a, d),
kollajen IV (b, €), MMP-3 (c, f) immin boyanmalarinin fotomikrograflari.
a,d: Kollajen |, stromal alanda (S) zayif, dairesel kas tabakasinda (*) ¢ok
zayif, damar endotelinde (ok basi) kuvvetli immunopozitif iken epitel
hicrelerinde (E) orta siddette immunopozitiftir. Kollajen tip luzunlamasina
kas tabakasinda (*) immuinonegatiftir.
b,e: Kollajen tip IV, damar duvarinda (ok basi), dairesel ve uzunlamasina
kas tabakalarinda (*) kuvvetli siddette immuUnopozitif iken serviksin ve
stromada ise (S) cok zayIf immunopozitiftir. ¢,f: MMP-3, epitel hlcrelerinde
(E) orta siddette immunopozitif iken kas tabakalarinda(*) kuvvetli
immunopozitiftir.Stromal alanda (S) zayif kollajen tip limmimopozitivitesi
varken damar duvarinda (ok basi) ekspresyon ¢ok zayif sekildedir.Obj.
blylitmesi a-f;X20

4.2.5 Dogum Sonrasi 0. giinde sigan serviksi
4.2.5.1 Kollajen |

Dogum sonrasi serviksin ¢ok kath prizmatik Iimen epitelinde kollajen
tip lantikoru boyanmasi yok denecek kadar azdi. Stromada yaygin olarak
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kuvvetli bir immun reaksiyon gozlendi. Bag dokusu butinunde oOzellikle de
damarlarin gevresinde I6kosit infiltrasyonu yogundu. Bazi damar endotelinde
kollajen tip limmin boyanmasi zayif siddetteydi. Kas tabakalarinda ise
boyanma gozlenmedi. (Sekil 4.2.5.1. a,d, Cizelge 4.2.1.)

4.2.5.2 Kollajen tip IV

Stromal dokuda zayif siddette olan kollajen tip IV immuln reaksiyonu
damar duvarinda yogun olarak ¢ok kuvvetli, kas tabakalarinda kuvvetliydi.
Lokosit infiltrasyonu stromada yaygin olarak ¢ok yogundu. Genelde dogum
sonrasl serviksin immun reaksiyonu dogum oOncesi 20. gundekine
benzemekteydi. (Sekil 4.2.5.1. b,e, Cizelge 4.2.1.)

4.2.5.3 MMP-3

MMP-3 antikoru ile dogum sonrasinda serviksin ¢ok katli prizmatik
limen epiteli kuvvetli, stroma orta siddette immun reaksiyon gosterdi. Damar
duvarinda MMP-3 immun boyanmasi orta siddette ve yaygindi. Kas
tabakalarinda immuin boyanma siddeti kuvvetliydi ve dodum oncesi 20.
gundekine benzerdi.(Sekil 4.2.5.1. c,f, Cizelge 4.2.1.)

Sekil 4.2.5.1  Kontrol grubunda dogum sonrasi 0. giin sigan serviksinde kollajen tip I(a, d),
kollajen tip IV (b, ), MMP-3 (c, f) immin boyanmalarinin fotomikrograflari.
a,d: Kollajen I, stromal alanda (S) kuvvetli immuinopozitif iken damar
endotelinde ve epitel hicrelerinde (E) ¢cok zayif imminopozitiftir.
Uzunlamasina ve dairesel kas tabakalari (*) immuinonegatiftir.

b,e: Kollajen tip IV, damar duvarinda (ok basi) ¢ok kuvvetli, uzunlamasina ve
dairesel kas tabakalarinda (*) ise kuvvetli siddette immunopozitif iken
serviksin stromasinda (S) zayif immunopozitiftir. Epitel hticrelerinde kollajen
IV (E) immuanonegatiftir. ¢,f: MMP-3, epitel hlcrelerinde (E), uzunlamasina
ve dairesel kas tabakalarinda (*) kuvvetli siddette immunpozitif iken stromal
alanda (S) ve damar duvarinda (ok basi) orta siddette immuUnpozitiftir.
Objektif blyitmesi a-f;X20

Kontrol grubu sigan serviksinde kollajen tip lantikoru reaksiyonunun

embriyonal 12. gunde diger yaslara gore daha siddetli oldugu ve butin
dokularda goruldugu gebeligin 20. gununde de oOzellikle stromada daha da
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dustigu gozlendi. Kollajen tip IV antikoru reaksiyonu genelde farkli yaslarda
damar duvarinda ve kas tabakasinda diger dokulara gore daha siddetliydi.
Lamen epitelinde ve bez epitelinde gebeligin 12. glinliinde ¢ok zayif siddette
olan kollajen tip lantikoru reaksiyonu 20. gunde keza dogumdan sonra
gozlenmedi. MMP-3 antikoru reaksiyonu 12. gunde Ostrusa gore artmisti ve
hemen butin dokularda orta siddetteydi. 20. glinde 6zellikle kas tabakasinda
kollajen tip Ireaksiyon siddeti kuvvetliye yukseldi. Bu durum dogumdan sonra
sifirinci gunde de gozlendi. (Cizelge 421.)
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Cizelge 4.2.1 Kontrol grubunun sigan serviksinde 6strusta, gebeligin 12, 16, 20. ve dogum sonrasi sifirinci (PP0) giinlerde kollajen I, IV ve MMP-3
antikorlarinin imman boyanma yogunluklari.

-2 Negatif  (+): Cok Zayif Pozitif  +: Zayif Pozitif ++: Orta  +++:Kuvvetli ++++: Cok kuvvetli ~ ®: Kesitte yapi gikmamis
Ostrus 12. giin 16. giin 20. giin PP 0. giin
Kol. | Kol. IV MMP-3 Kol. | Kol. IV MMP-3 Kol. | Kol. IV MMP-3 Kol. | Kol. IV MMP-3 Kol. | Kol. IV MMP-3
Limen epiteli + - ++ +++ - ++ - - ++ ++ - ++ (+) - +++
Limen epiteli
bazal laminasi . + - - (+) - - - - - - } B ) )
Lamina propriya + (+) (+) +++ - + +++ (+) (+) + (+) + +++ + ++
Stromal bezler () [0} [0} +++ - ++ - - ++ [0} [0} (o) 0] (0] 0]
Bez bazal laminasi ® [} [} - (+) - - ++ - P ) ® [} o} P
Damar duvari
Endotel/Kas +/- ++/++ +/+ +/- ++/++ ++/++ +++/- +++[+++ +/- +++/- +++[+++ +/- +/- +H+ [+ ++/++
Enine kas + + + (+) (+) ++ - ++ + (+) +++ +++ - +++ +++
Uzunlamasina kas +++ ++ + (0] () (0] (O] () 0] - +++ +++ - +++ +++
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Kontrol grubunun sigan serviksinde 0Ostrus, gebeligin 12, 16, 20. ve
dogum sonrasi sifirinci gunlerde kollajen I, -IV ve MMP-3 antikoru boyanma
yogunluklarinin ortalama HSCORE degerlerine genel olarak bakildiginda;
kollajen tip lantikoru HSCORE degerlerinin dstrus ve gebeligin 12. gininden
itibaren 20. ve PP 0. ginltne kadar giderek dustigu gorulmektedir. Gebeligin
20. ve PP 0. gunindeki bu degerler 12. glne gore istatistiki olarak da
anlamhdir (p<0,05). Kollajen tip IV antikoru HSCORE degerleri de dstrustan
gebeligin sonuna dogru dusmektedir. PP 0. glinde 20. glne goére daha da
dUsuktlr ve Ostrusa gore de istatistiki olarak anlamhdir (p<0,05). MMP-3
antikoru HSCORE degerleri ise 0Ostrus ve gebeligin 12. gunune gore
gebeligin 20. ve PP 0. glnlerinde artis gostermekle beraber istatistiki olarak
anlamli degildir. (Sekil 4.2.2., Cizelge 4.2.2.)

300
s 250
»O) | T - W Ostrus
g 200 0 12. giin
E 150 - m] ;s. g?n
S 100 - =e 9
(/2] W PPO. gin
I 50

0 _
Kollajen | Kollajen IV MMP-3
Sekil 4.2.2 Kontrol grubunun sigan serviksinde 6strusta, gebeligin 12, 16, 20 ve dogum

sonrasi sifirinci (PP 0) gunlerde kollajen I, IV ve MMP-3 antikorlarinin
immunboyanma yodunlugu HSCORE degerleri histogrami. (Ortalama +
Standart sapma).

Cizelge 4.2.2 Kontrol grubunun sigan serviksinde dstrusta, gebeligin 12, 16, 20 ve dogum
sonrasi sifirinci (PP 0) gunlerde kollajen I, IV ve MMP-3 antikorlarinin
immunboyanma yodunlugu HSCORE degerleri. (Ortalama = Standart

sapma).
2 Gebelik Giinleri ..
Ostrus 12. giin 16. giin 20. giin PP 0. gtin
Kol | 010£36.0° | 234£11.4°°7 | 196£15,1°° | 177422,2° | 154+23,0°°°
Kol IV 198+18,9"9 | 148+16,4™ 185+15" 184+23,2' 171+10,8°
Mmp.3 | 176207 17248,3' 124£54"™" | 187+21,6™ 184£11,4"
&M p<0.05
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4.3 Deney Grubu | immiinohistokimyasal Bulgular
Bu deney grubunda gebe hayvanlara oral yolla 1,5 mikrogram
Misoprostol verildi.

4.3.1 12. gunde gebe sigcan serviksi
4.3.1.1 Kollajen |

1,5 mikrogram Misoprostol alan gebe sigan serviksinde tek katl
prizmatik lGmen ve bez epiteli kollajen tip lantikoru ile immdn boyanmadi.
Stromada kuvvetli kollajen tip limmin reaksiyonu vardi. Damar endoteli
kollajen tip lile orta siddette boyandi. Kas tabakasinda immun boyanma g¢ok
zayIfti. Stromada ve kasta gortlen kollajen tip Ireaksiyonu 12. gunlik kontrol
grubundaki benzerdi. (Sekil 4.3.1.1. a,d, Cizelge 4.3.1.)

4.3.1.2 Kollajen tip IV

Sigan serviksinde kollajen tip IV antikoru ile boyanma genelde
yaygindi. Tek katl prizmatik lumen epiteli bazal laminasinda kollajen tip IV
reaksiyonu kuvvetliydi. Bez epiteli bazal laminasinda orta siddette kollajen tip
IV reaksiyonu vardi. Stromada c¢ok zayif, kas tabakasinda ve damar
duvarinda ise ¢ok kuvvetli kollajen tip IV immin reaksiyonu goérulda. 1,5
mikrogram Misoprostol verilen 12 gunluk servikste kollajen tip IV immun
reaksiyonu ayni yastaki kontrole gére daha yogundu.(Sekil 4.3.1.1. b,e,
Cizelge 4.3.1.)

4.3.1.3 MMP-3

MMP-3 antikoru bu gebelik yasindaki servikste tek kath prizmatik
limen ve bez epitelinde kuvvetli immun boyanmisti. Damar endotelinde zayif,
stromada ve kas tabakalarinda ¢ok zayif siddette MMP-3 immun reaksiyonu
vardi. Immiin boyanma yogunlugu ayni yastaki kontrol serviksine gére
genelde daha azdi. (Sekil 4.3.1.1. ¢,f, Cizelge 4.3.1.)
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Sekil 4.3.1.1 Duslk doz misoprostol verilen grubun 12 ginlik gebe sigan serviksinde
kollajen 1, kollajen tip IV, MMP-3 immiin boyanmalarinin fotomikrograflari.
a,d: Kollajen I, stromal alanda (S) kuvvetli ve damar endotelinde orta
siddette immiinopozitif iken dairesel kas tabakasinda (*) ¢ok zayif siddette
immunopozitiftir. Epitel hiicrelerinde (E) ve stromal bezlerde (B) ise
immunonegatiftir. b,e: Kollajen tip IV, damar duvarinda (ok basi) ve kas
tabakasinda (*) cok kuvvetli immunopozitif iken limen epiteli bazal
laminasinda (¢ift ok) kuvvetli ve stromal bez epiteli bazal laminasinda (gift
ok) orta siddette imminopozitiftir. Epitel hiicrelerinde (E) kollajen tip IV
immunonegatiftir. ¢,f: MMP-3, epitel hiicrelerinde (E) ve stromal bezlerde
kuvvetli siddette imminpozitif iken stromal alanda (S) ve enine kas
tabakasinda (*) ve damar duvarinda (ok basi) cok zayif siddette
immiunopozitiftir. Objektif buylitmesi a-c¢;X20 d-f; X80

4.3.2 16.guinde gebe si¢an serviksi
4.3.2.1 Kollajen |

16 glnlik sican servisinde yodun boyanma stromada ve damar
duvarinda goruldu. Tek kath prizmatik lumen epiteli bazal laminasi yer yer
orta sidette immun boyanmisti. Bazi bezlerde kuvvetli kollajen tip lantikoruyla
boyanan hucreler vardi. Stroma Iimene komsulugunda Ozellikle de bezler
cevresinde kollajen tip lantikoru ile kuvvetli, kas tabakasi komsulugunda orta
siddette boyandigi gozlendi. Damar endotelinde Ozellikle de kas tabakalari
arasindaki venlerde kuvvetli bir kollajen tip Ireaksiyonu vardi. Kasta boyanma
negatifti. (Sekil 4.3.2.1. a,d, Cizelge 4.3.1.)

4.3.2.2 Kollajen tip IV

Dusuk doz Misoprostol alan gebe sigan serviksinde kollajen tip IV
boyanmasi damar duvarinda ve kas tabakalarinda yogundu. Kas
tabakalarinda kuvvetli; arter ve ven duvarlarinda ¢ok kuvvetli kollajen tip IV
immunreaksiyonu vardi. Tek kath prizmatik [Umen epiteli bazal laminasinda
orta siddette olan kollajen tip IV reaksiyonu bez epiteli bazal laminasinda gok
zayifti. Ayni gebelik yasindaki kontrole goére lumen epiteli kollajen tip IV
reaksiyonu daha yogundu. Genelde kollajen tip IV reaksiyonu sideti ayni
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deney grubundan 12 glnlik servikstekine benzemekteydi. (Sekil 4.3.2.1. b,e,
Cizelge 4.3.1.)

4.3.2.3 MMP-3

Dusuk doz Misoprostol alan gebe sigcan serviksinde MMP-3 antikoru
reaksiyonu ayni dozu alan 12 gunlik serviks boyanmasina benzerdi. Tek
katll prizmatik IlUmen ve bez epitelinde yaygin olarak kuvvetli boyanma
reaksiyonu vardi. MMP-3 immun boyanmasi stromada zayif siddette bez
cevresinde goruldid. Damar endotelinde boyanma yogunlugu zayifti. Kas
tabakasinda orta siddette bir MMP-3 reaksiyonu vardi. Kas hari¢ diger
dokularin immudn reaksiyonu ayni yastaki kontrol grubundakine benzerdi.
(Sekil 4.3.2.1. ¢ f, Cizelge 4.3.1.)

Sekil 4.3.2.1 Duslk doz misoprostol verilen grubun 16 gunlik gebe sigan serviksinde
kollajen tip I(a, d), kollajen tip IV (b, ), MMP-3 (c, f) immin boyanmalarinin
fotomikrograflari. a,d: Kollajen I, stromal alanda (S), stromal bezlerde (B) ve
damar endotelinde (ok basi) kuvvetli immunopozitif iken epitel hiicrelerinde
(E) orta siddette immunopozitiftir. Kollajen tip Ikas tabakalarinda (*)
immunonegatiftir.b,e: Kollajen tip 1V, damar duvarinda (ok basi) gok kuvvetli,
dairesel ve uzunlamasina kas tabakalarinda (*) kuvvetli siddette
immunopozitif iken serviksin [imen epiteli bazal lamgsnasinda (gift ok) orta;
bez epiteli bazal laminasinda (gift ok) ise zayif siddette imminopozitiftir.
Epitel hicrelerinde (E) ve stromal bezlerde (B) ise imminonegatiftir. c,f:
MMP-3, epitel hicrelerinde (E) ve stromal bezlerde (B) kuvvetli siddette
immunopozitif iken kas tabakalarinda(*) orta siddette immiinopozitiftir.
Stromal alanda (S) zayif MMP-3 immimopozitivitesi varken damar
duvarinda (ok basi) ekspresyon ¢ok zayif sekildedir.

Objektif buyutmesi a-f;X20

4.3.3 20.gunde gebe si¢an serviksi
4.3.3.1 Kollajen |

Kollajen tip Iboyanmasi dusuk doz Misoprostol alan serviks
stromasinda ve damar endotelinde ¢ok yodundu. Stromada kuvvetli, damar
endotelinde ¢ok kuvvetli bir reaksiyon vardi. Tek katl prizmatik lmen ve bez
epitelinde keza kasta kollajen tip limmun reaksiyonu gézlenmedi. Stromada
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I6kosit infiltrasyonu belirgindi. Disuk doz Misoprostol alan 12 glinlik serviks
dokusunda da benzer kollajen tip Ireaksiyonu vardi. (Sekil 4.3.3.1. a,d,
Cizelge 4.3.1.)

4.3.3.2 Kollajen tip IV

Dusuk doz Misoprostol alan gebe sigan serviksinde kollajen tip IV
immun reaksiyonu tek katli prizmatik [limen epiteli bazal laminasinda ve kas
tabakasinda kuvvetli, damar duvarinda ise ¢ok kuvvetliydi. Bez epiteli bazal
laminasinda zayif siddette kollajen tip IV immun reaksiyonu vardi. Liumen
epiteli bazal laminasi harig kollajen tip IV immun boyanmasi genelde ayni
yastaki kontrol serviksine benzerdi. (Sekil 4.3.3.1. b,e, Cizelge 4.3.1.)

4.3.3.3 MMP-3

20 gunluk gebe sigan serviksinde MMP-3 immun reaksiyonu tek kath
prizmatik [limen ve bez epitelinde, damar endotelinde keza kas tabakasinda,
kuvvetliydi. Stromada zayif siddetteydi. Damar endotelinde ve Kkastaki
boyanma ayni doz Misoprostol alan 16. gline goére daha yogundu. (Sekil
4.3.3.1. cf, Cizelge 4.3.1.)

Sekil 4.3.3.1 DuisiUk doz misoprostol verilen grubun 20 ginlik gebe sigan serviksinde
kollajen tip I(a, d), kollajen tip IV (b, e), MMP-3 (c, f) immun boyanmalarinin
fotomikrograflari. a,d: Kollajen tip |, damar endotelinde (ok basi) ¢cok kuvvetli,
stromal alanda (S) ise kuvvetli immuinopozitif iken limen epitelinde (E),
stromal bezlerde (B) ve kas tabakalarinda (*) immunonegatiftir.b,e: Kollajen
IV, damar duvarinda (ok basi) ¢ok kuvvetli, serviksin dairesel ve
uzunlamasina kas tabakalari (yildiz) ve epitel bazal laminasinda (gift ok)
kuvvetli immunopozitiftir. Bez epiteli bazal laminasinda (gift ok) ise kollajen
IV zayif siddette immunopozitiftir. Epitel (E), stroma (S) ve stromal bezler (B)
kollajen tip IV icermemektedir. ¢,f: MMP-3, epitel hiicrelerinde (E),
uzunlamasina kas tabakasinda (*), stromal bezlerde (B) ve damar
duvarinda (ok basi) kuvvetli siddette immunpozitif iken stromal alanda (S) ve
dairesel kas tabakasinda (*) zayif siddette immUnpozitiftir.

Objektif blyutmesi a-f;X20
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4.3.4 Dogum Sonrasi 0. glinde sigan serviksi
4.3.4.1 Kollajen |

Kollajen tip lantikoru immudn reaksiyonu dogum sonrasi 0. gunde tek
katl prizmatik limen ve bez epitelinde negatifti. Stromada kollajen tip
lantikoru ile kuvvetli immun reaksiyon vardi. Damar endotelinde zayif
siddetteydi. Enine kas boyanmadigi halde uzunlamasina kasta kollajen tip
limmun reaksiyonu orta siddetteydi. (Sekil 4.3.4.1. a,d, Cizelge 4.3.1.)

4.3.4.2 Kollajen tip IV

Dogum sonrasi sigan serviksinde tek katl prizmatik lGmen epiteli bazal
laminasi ¢ok kuvvetli boyanirken, bez epiteli bazal laminasinda kollajen tip IV
reaksiyonu ¢ok zayif siddetteydi. Damar duvarinda da c¢ok kuvvetli bir
kollajen tip IV reaksiyonu vardi. Enine ve boyuna kas tabakalarinda immun
boyanma kuvvetliydi. Damar duvarinda ve kas tabakasindaki boyanma 20
gunlidk kontrole benzemekteydi. (Sekil 4.3.4.1. b,e, Cizelge 4.3.1.)

4.3.4.3 MMP-3

Dusuk doz Misoprostol alan servikste MMP-3 immun boyanmasi ayni
dozu alan 20. gune c¢ok benzerdi. MMP-3 immun boyanmasi tek katli
prizmatik [limen ve bez epitelinde keza kas tabakasinda kuvvetliydi. Sadece
damar endotelinde ve kas tabakalarinda zayif siddetteydi. (Sekil 4.3.4.1. c,f,
Cizelge 4.3.1.)
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Sekil 4.3.4.1 Dusuk doz misoprostol verilen grubun dogum sonrasi 0. giin sigan serviksinde
kollajen tip I(a, d), kollajen tip IV (b, e), MMP-3 (c, f) immun boyanmalarinin
fotomikrograflari. a,d: Kollajen I, stromal alanda (S) ve dairesel kas
tabakasinda (*) kuvvetli immunopozitif iken damar endotelinde (ok basi)
zayif immuanopozitiftir. Uzunlamasina kas tabakasinda (*), limen (E) ve
stromal bez (B) epitelinde immUnonegatiftir.b,e: Kollajen tip IV, damar
duvarinda (ok basi) ve limen epiteli bazal laminasinda ¢ok kuvvetli,
uzunlamasina ve dairesel kas tabakalarinda (*) ise kuvvetli siddette
immunopozitif iken serviksin stromasinda (S) ve bez epiteli bazal
laminasinda (gift ok) cok zayif siddette immuinopozitiftir. Limen epiteli (E) ve
stromal bez hiicrelerinde (B) kollajen tip IV immunonegatiftir. ¢,f: MMP-3,
epitel hiicrelerinde (E), stromal bezlerde (B) ve uzunlamasina ve dairesel
kas tabakalarinda (*) kuvvetli siddette immunpozitif iken stromal alanda (S)
ve damar duvarinda (ok basi) zayif siddette immunpozitiftir.

Objektif blyutmesi a-f;X20

Dusik doz Misoprostol verilen sican serviksinde kollajen tip
Ireaksiyonu gebelik yaslarinda genellikle kuvvetliydi. 20. ginde ve dogumdan
sonra limen ve bez epitelinde kollajen tip Ireaksiyonu gézlenmedi. Kollajen
tip IV reaksiyonu lumen epiteli bazal laminasinda, damar duvarinda ve kas
tabakasinda olmak Uzere butlin yas gruplarinda genelde kuvvetliydi. MMP-3
reaksiyonu ilkin gebeligin 12. gununde lumen ve bez epitelinde kuvvetli
olarak goruldi. Gebeligin 20. ginunde limen ve bez epiteli dahil damar
duvarinda ve kas tabakasinda da ayni siddetteydi. Bu ise MMP-3 enzim
reaksiyonunun gebeligin sonuna dogru siddetlendigini gdstermesi
bakimindan énemliydi. (Cizelge 4.3.1.)
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Cizelge 4.3.1. Oral yolla diisik doz misoprostol alan deney grubunun sigan serviksinde gebeligin 12, 16, 20. ve dogum sonrasi sifirinci (PP0) glnlerde
kollajen I, IV ve MMP-3 antikorlarinin immtn boyanma yogdunluklari.

-: Negatif  (+): Cok Zayif Pozitif  +: Zayif Pozitif ++: Orta  +++:Kuvvetli ++++: Cok kuvvetli ~ ®: Kesitte yapi cikmamis

12. giin 16. giin 20. giin PPO. giin
Kol. I Kol. IV MMP-3 Kol. | Kol. IV MMP-3 Kol. | Kol. IV MMP-3 Kol. I Kol. IV MMP-3

Liimen epiteli - - +++ ++ - +++ - - +++ - - +++
Liimen epiteli ) -+ _ _ - _ _ it _ _ - -
bazal laminasi
Lamir!a +++ - (+) +++ - + +++ - + +++ (+) (+)
propriya
Stromal bezler - - +++ +++ - +++ - - +++ - - +++
Bez bazal _ . _ _ + _ - + - - (+) -
laminasi

Damar duvari ++/- ++++/++++ +/- +++/- ++++/++++ +/- ++++/- ++++/++++ +++/+++ +/- ++++/++++ +/+
Endotel/ Kas

Enine kas (+) ++++ (+) - +++ ++ - +++ + +++ +++ +++
Il;laz:nlamasma (0] (0} 0] - +++ ++ - +++ +++ - +++ +++
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Oral yolla dusik doz Misoprostol alan deney grubunun sican
serviksinde gebeligin 12, 16, 20. ve dogum sonrasi gunlerde kollajen tip I, -IV
ve MMP-3 antikoru boyanma yogunluklarinin ortalama HSCORE degerlerine
genel olarak bakildiginda; kollajen tip lantikoru HSCORE degerleri gebeligin
20. gununde 12. gune gore yuksek olsa da PP 0. gunde biraz dusmektedir.
PP 0. gundeki bu disme gebeligin 16. gunune goére istatistiki olarak da
anlamhdir. (p<0,01)

Kollajen tip IV ve MMP-3 antikorlari HSCORE degerleri de gebeligin
20. gununde diger yas gruplarina gore yuksek olmakla birlikte aralarindaki
fark istatistiki olarak anlamsizdir. (p<0,05) kollajen tip IV antikoru HSCORE
degerleri PP 0. glinde 20. glne gore biraz dugmusse de MMP-3 antikoru
HSCORE degerlerinde bir degisme yoktur. (Sekil 4.3.1., Cizelge 4.3.2.)

300
250 -
3
> 200 1 m 12 giin
(14 ®m 20. glin
(]
O 100 - m PPO. giin
7]
I
50
0 |
Kollajen | Kollajen V MMP-3
Sekil 4.3.1 Dusuk doz Misoprostol verilen deney grubunun sigan serviksinde gebeligin

12, 16, 20 ve dogum sonrasi sifirinci (PP 0) giinlerde kollajen I, IV ve MMP-
3 antikorlarinin imminboyanma yodunlugu HSCORE degerleri histogrami.
(Ortalama * Standart sapma).

Cizelge 4.3.2 Dusuk doz Misoprostol verilen deney grubunun sigan serviksinde gebeligin
12, 16, 20 ve dogum sonrasi sifirinci (PP 0) gunlerde kollajen I, IV ve MMP-
3 antikorlarinin immunboyanma yogunlugu HSCORE degerleri. (Ortalama +
Standart sapma). *® p<0.05

Gebelik Giinleri PP 0. qiin
12. giin 16. giin 20. giin -9
Kol | 156£18,1° | 204+27,0°° 181425,5 154423,0"
Kol IV 188+28.8 185421,2 209423 5 184£18,1
MMP-3 16015.,8 146151 1784216 178416 4
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4.4 Deney Grubu Il immiinohistokimyasal Bulgular
Bu deney grubunda gebe hayvanlara oral yolla 3,0 mikrogram
Misoprostol verildi.

4.4.1 12. giinde gebe si¢an serviksi
4.4.1.1 Kollajen |

Oral yolla yuksek doz Misoprostol alan 12 gunlik sigan serviksinde
kollajen tip limmun reaksiyonunun tek katli prizmatik [Umen epitelinde ve
stromada kuvvetli ve yaygin oldugu, arter duvarinin kuvvetli ven duvarinin
zayIf siddette boyandigi gézlendi. Enine ve uzunlamasina kas tabakalarinda
kollajen tip limmun reaksiyonu zayif giddetteydi. Bu grubun kollajen tip
Ireaksiyonu 12 gunluk kontrol grubu serviksine benzemekteydi. (Sekil 4.4.1.1
a,d, Cizelge 4.4.1.)

4.4.1.2 Kollajen tip IV

Yuksek doz Misoprostol alan gebe sigcan serviksinde kollajen tip IV
immun boyanmasi kas dokusunun orta siddetteki reaksiyonu diginda ayni
yastaki kontrol gurubu serviksine ¢ok benzerdi. Tek kath prizmatik lGmen ve
bez epiteli bazal laminasinda kollajen tip IV boyanmasi ¢ok zayifti. Damardan
zengin olan stromada boyanma yoktu. Damar duvarindaki kollajen tip IV
immun reaksiyonu kuvvetliydi. (Sekil 4.4.1.1. b,e, Cizelge 4.4.1.)

4.4.1.3 MMP-3

Gebe sigan serviksinde MMP-3 immun reaksiyonu tek katli prizmatik
limen ve bez epitelinde kuvvetli, damar endotelinde orta siddetteydi. Ve ayni
yastaki kontrol grubuna gére MMP-3 boyanma yogunlugunda bir artis vardi.
Stromada lumen epiteline komgulugunda orta siddette olan MMP-3 immun
reaksiyonu kas tabakasina dogru zayiflamisti. Enine ve boyuna kasta MMP-3
immun reaksiyonu negatifti. (Sekil 4.4.1.1. c,f, Cizelge 4.4.1.)
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Sekil 4411  Yiksek doz misoprostol verilen grubun 12 giinlik gebe sigan serviksinde
kollajen tip I(a, d), kollajen tip IV (b, ), MMP-3 (c, f) immin boyanmalarinin
fotomikrograflari. a,d: Kollajen I, stromal alanda (S) ve limen epitelinde (E)
kuvvetli; damar endotelinde ise orta siddette immuinopozitif iken kas
tabakalarinda (*) zayif siddette immuinopozitiftir. Stromal bezlerde (B) ise
kollajen tip limmunonegatiftir. b,e: Kollajen tip IV, damar duvarinda (ok basi)
kuvvetli, kas tabakalarinda ise orta siddette immunopozitif iken limen ve bez
epiteli bazal laminasinda (gift ok) ¢ok zayif siddette immunopozitiftir. Epitel
hicrelerinde (E) ve stromal alanda (S) kollajen tip IV immunonegatiftir. c,f:
MMP-3, epitel hicrelerinde (E), damar duvarinda (ok basi) ve stromal
bezlerde kuvvetli siddette immunpozitif iken stromal alanda (S) orta siddette
immunopozitiftir. Kas tabakalarinda MMP-3 immuinonegatiftir. Objektif
biyitmesi a-f; X20

4.4.2 16. gunde gebe sigcan serviksi
4.4.2.1 Kollajen |

Yuksek doz Misoprostol alan gebe sican serviksinde tek kath limen ve
bez epiteli boyanmadi. Kollajen tip lantikoru ile ylksek doz Misoprostol
verilen gebe sigan serviksinde stroma ve damar endoteli orta siddette
boyandi. Stromal reaksiyon ayni yas grubundan kontrol grubunda ve dusuk
doz Misoprostol verilen servikal dokuda kuvvetliydi. Kas tabakasinda kollajen
tip limman reaksiyonu ¢ok zayifti. (Sekil 4.4.2.1. a,d, Cizelge 4.4.1.)

4.4.2.2 Kollajen tip IV

Yuksek doz Misoprostol alan gebe sigcan serviksinde kollajen tip IV
immun reaksiyonu genelde zayifti. Tek katli prizmatik lGmen ve bez epiteli
bazal laminasinda ¢ok zayif bir immun reaksiyon vardi. Stroma damardan
zengindi. Damar duvarinda kollajen tip IV immun reaksiyonu kuvvetliydi.
Enine kasta zayif, uzunlamasina kasta orta siddette kollajen tip IV immun
reaksiyonu vardi. Genelde gebe serviksinin kollajen IV immun reaksiyonu
ayni yastaki dusuk doz Misoprostol verilen grubunkine gére daha dusuktu.
(Sekil 4.4.2.1. b,e, Cizelge 4.4.1.)
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4.4.2.3 MMP-3

MMP-3 antikoru ile yuksek doz Misoprostol alan gebe sigan
serviksinde yogun bir boyanma vardi. Tek katli prizmatik lGmen ve bez epiteli
MMP-3 antikoru ile kuvvetli immin boyandi. Cok zayif siddette immin
boyanmis stromada damar duvarinda da MMP-3 reaksiyonu c¢ok zayifti.
Enine kasta zayif, uzunlamasina kasta orta siddette MMP-3 boyanmasi
vardi. Buradaki MMP-3 reaksiyonu ayni yastaki kontrole gére daha kuvvetli
oldugu halde dusuk doz Misoprostol alan ayni yastaki gruba ¢ok benzerdi.
(Sekil 4.4.2.1. ¢,f, Cizelge 4.4.1.)

Sekil 4.4.2.1 Yiksek doz misoprostol verilen grubun 16 ginlik gebe sican serviksinde
kollajen tip I(a, d), kollajen tip IV (b, e), MMP-3 (c, f) immiin boyanmalarinin
fotomikrograflari. a,d: Kollajen |, stromal alanda (S), ve damar endotelinde
(ok basl) orta siddette immunopozitif iken kas tabakalarinda (*) ¢ok zayif
siddette immunopozitiftir. Kollajen I, Iimen epitelinde (E) ve stromal bezlerde
(B) immunonegatiftir.b,e: Kollajen tip 1V, damar duvarinda (ok basi) kuvvetli
iken dairesel ve uzunlamasina kas tabakalarinda (*) orta siddette; Iimen
epiteli ve bez epiteli bazal laminasinda (¢ift ok) cok zayif siddette
immunopozitiftir. Epitel hiicrelerinde (E), stromada (S) ve stromal bezlerde
(B) ise kollajen tip IV imminonegatiftir. c,f: MMP-3, epitel hiicrelerinde (E) ve
stromal bezlerde (B) kuvvetli siddette immuinopozitif iken kas tabakalarinda
(*) ve damar duvarinda (ok basi) orta; stromal alanda (S) zayif siddette
immiunopozitiftir.Objektif blyltmesi a-c;X40 d-f;X20

4.4.3 20.Gunde Gebe Sigan Serviksi
4.4.3.1 Kollajen |

Yuksek doz Misoprostol alan gebe sigan serviksinde tek kath prizmatik
limen epitelinde kollajen tip limmun reaksiyonu goérilmedi. Stromada ve
damar duvarinda kollajen tip limmudn reaksiyonu kuvvetliydi. Kas tabakasi da
kollajen tip lantikoru ile immin boyanmamisti. Genelde bu grubun kollajen tip
limmun reaksiyonu ayni yastaki duguk doz Misoprostol alan grubunkine ¢ok
benzerdi. (Sekil 4.4.3.1. a,d, Cizelge 4.4.1.)
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4.4.3.2 Kollajen tip IV

Yuksek doz Misoprostol alan bu yas grubunda kollajen tip IV
boyanmasi yodundu. Tek katl prizmatik lGmen epiteli bazal laminasinda ve
damar duvarinda ¢ok kuvvetli, bez bazal laminasinda kuvvetli kollajen tip 1V
reaksiyonu vardi. Stroma zayif siddette immun boyanmisti ve damardan
zengindi. Kas tabakasinda kollajen tip IV immun reaksiyonu orta siddetteydi.
Yuksek ve duguk doz Misoprostol alan bu yas gruplarinda kollajen 1V immun
boyanmasi ¢ok benzerdi. (Sekil 4.4.3.1 b,e, Cizelge 4.4.1.)

4.4.3.3 MMP-3

MMP-3 immun boyanmasi gebe serviksinde tek katl prizmatik [Gmen
ve bez epitelinde kuvvetli, kas tabakasinda ise orta siddetteydi. Stromada ve
damar endotelinde zayif siddette MMP-3 immun reaksiyonu goérulda. MMP-3
immun reaksiyonu genelde ayni yas grubunda kontrole gére daha kuvvetli,
dusuk doz Misoprostol alan gruba gore de daha dusuk siddetteydi. (Sekil
4.4.3.1.cf, Cizelge 4.4.1.)

/J;' !

tr:'
f.d“. -.'\ b | : :

Sekil 4.4.3.1 Yulksek doz misoprostol verilen grubun 20 glinlik gebe sigan serviksinde
kollajen tip I(a, d), kollajen tip IV (b, e), MMP-3 (c, f) immiin boyanmalarinin
fotomikrograflari. a,d: Kollajen tip I, damar endotelinde (ok basi) ve stromal
alanda (S) kuvvetli immunopozitif iken Iimen epitelinde (E), stromal
bezlerde (i¢ sekil) ve kas tabakalarinda (*) immunonegatiftir.b,e: Kollajen tip
IV, damar duvarinda (ok basi) ve epitel bazal laminasinda (gift ok) gok
kuvvetli, bez epiteli bazal laminasinda (gift ok) ise kuvvetli immuUnopozitiftir.
Kollajen tip IV stromada (S) zayif siddette immunopozitif iken uzunlamasina
ve dairesel kas tabakalarinda (*) orta siddette immunopozitiftir. Epitel (E) ve
stromal bezler (i¢ sekil) kollajen tip IV negatiftir.c,f: MMP-3, epitel
hiicrelerinde (E) ve stromal bezlerde (i¢ sekil) kuvvetli siddette immuinpozitif
iken stromal alanda (S) ve damar duvarinda (ok basi) zayif siddette
immunpozitiftir. Kas tabakalari (*) orta siddette kollajen tip limmunopozitiftir.
Obijektif blyitmesi a-c;X80 d-f; 40
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4.4.4 Dogum Sonrasi 0. glinde sigan serviksi
4.4.4.1 Kollajen |

Kollajen tip Ireaksiyonu yuksek doz Misoprostol alan bu grupta sadece
servikal stromada kuvvetliydi. Damar endotelinde zayif, ¢ok kath prizmatik
limen epitelinde c¢ok zayifti. Uzunlamasina kasta kollajen tip limmun
boyanmasi gorulmedi. Enine kasta kuvvetliydi. Kollajen tip limmuan
boyanmasi genelde ayni yastaki kontrol grubuna ¢ok benzerdi. (Sekil 4.4.4.1.
a,d, Cizelge 4.4.1.)

4.4.4.2 Kollajen tip IV

Yuksek doz Misoprostol alan serviksinde kollajen IV immidn
boyanmasi sadece damar duvarinda ve kasta goruldi. Cok katli prizmatik
limen ve bez epiteli bazal laminasinda reaksiyon negatifti. Damar duvari
kollajen tip IV antikoru ile gok kuvvetli enine ve boyuna kas tabakalari orta
siddette immuin boyanmisti. Kollajen tip IV boyanma siddeti ayni yastaki
kontrol grubuna benzemekteyse de dusuk doz Misoprostol alan gruptakinden
daha dusuktu. (Sekil 4.4.4.1. b,e, Cizelge 4.4.1.)

4.4.4.3 MMP-3

Dogum sonrasi bu grupta MMP-3 antikoru ile ¢ok katli prizmatik lumen
epiteli kuvvetli, enine ve boyuna kas tabakalari da orta siddette immun
boyandi. Damar duvarinda zayif, stromada da ¢ok zayif siddette MMP-3
immiin reaksiyonu vardi. immiin boyanma siddeti genelde ayni vyas
grubunda, kontrole ve dusik doz Misoprostol alan gruba gore ¢ok dusuktu.
(Sekil 4.4.4.1. c,f, Cizelge 4.4.1.)
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Sekil 4.4.4.1

Yiksek doz misoprostol verilen grubun dogum sonrasi 0. glin sigan
serviksinde kollajen tip I(a, d), kollajen tip IV (b, €), MMP-3 (c, f) immin
boyanmalarinin fotomikrograflari. a,d: Kollajen |, stromal alanda (S) kuvvetli
immunopozitif iken damar endotelinde (ok bagi) ve lumen epitelinde (E) zayif
immunopozitiftir. Uzunlamasina ve dairesel kas tabakasinda (*) kollajen tip |
imminonegatiftir.b,e: Kollajen tip IV, damar duvarinda (ok basi) ¢cok kuvvetli
immunopozitif iken uzunlamasina ve dairesel kas tabakalarinda (*) ise orta
siddette immunopozitiftir. Limen epiteli (E) ve stromal alanda (S) kollajen tip
IV imminonegatiftir. ¢,f: MMP-3, epitel hiicrelerinde (E) ve kas tabakalarinda
(*) kuvvetli siddette immunpozitif iken stromal alanda (S) ve damar
duvarinda (ok basi) zayif siddette immunpozitiftir. Objektif blyttmesi a-f;X40

Yuksek doz Misoprostol alan sigan serviksinde gebeligin 12. giininde
kollajen tip lantikoru ile bazi dokularin kuvvetli, kasin ise ¢ok zayif siddette
boyandigi goruldi. Stroma 20. gunde de kuvvetli boyandigi halde kasta
kollajen tip Ireaksiyonu yoktu. Kollajen tip IV antikoru immunboyanmasi
genelde yas gruplarinda 6zellikle de damar duvarinda yaygindi. MMP-3
reaksiyonu gebeligin 12. gununde kas dokusu hari¢ diger dokularda
kuvvetliydi. Gebeligin 16. glininde kas dokusunda godzlendi. Bu devrede
limen ve bez epitelinde keza kas tabakasinda reaksiyon genelde kuvvetliydi.
(Cizelge 4.4.1.)
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Cizelge 4.4.1. Oral yolla yuksek doz misoprostol alan deney grubunun si¢an serviksinde gebeligin 12, 16, 20. ve dogum sonrasi sifirinci (PPO)
glnlerde kollajen I, IV ve MMP-3 antikorlarinin immun boyanma yogunluklari.

- Negatif  (+): Cok Zayif Pozitif ~ +: Zayif Pozitif ++: Orta +++:Kuvvetli ++++: Cok kuvvetli ~ ®: Kesitte yapi cikmamis

12. giin 16. giin 20. giin PPO0. giin

Kol. | Kol. IV MMP-3 Kol. | Kol. IV MMP-3 Kol. | Kol. IV MMP-3 Kol. | Kol. IV MMP-3
Liimen epiteli +++ - +++ - - +H+ - - +++ (+) - +4++
Limen epiteli
bazal laminasi B *) - - (+) - - S . } ) i
Lamina propriya +++ - ++ ++ - + +++ + + +4+ - (+)
Stromal bezler - - +4++ - - +++ - - +++ o) o) [0}
IBez_bazal _ +) _ R *+) - R +4+ - ) [0) 0]
aminasi
Damar duvari ++/- +++/+++ +++/+++ ++/- +++/+++ ++/++ +++/- ++++/++++ +/+ +/- +4+++/++++ +/+
Endotel/Kas
Enine kas + ++ - (+) ++ ++ - ++ ++ - ++ +4++
Uzunlamasina + ++ _ +) + + _ -+ ++ - T+ e+
kas
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Oral yolla yuksek doz Misoprostol alan deney grubunun sican
serviksinde gebeligin 12, 16, 20. ve dogum sonrasi sifirinci gunlerde kollajen
[, IV ve MMP-3 antikoru boyanma yogunluklarinin ortalama HSCORE
degerlerine genel olarak bakildiginda; kollajen tip lantikoru HSCORE
degerlerinin gebeligin 12. guninden 20. gunune kadar dustugu, PP 0. gunde
yukseldigi gorulse de bu degisikliklerin istatistiki anlami yoktur. Kollajen tip IV
antikoru HSCORE degerlerinde gebeligin 12. glinline gore genelde anlamh
bir degdisiklik goriimemektedir. MMP-3 antikoru HSCORE degerleri ise
gebeligin 20. glintnde diger glnlere gore yuksektir. Gebeligin 20. ginundeki
bu deger 16. gune gore de istatistiki olarak anlamhdir. (p<0,05) (Sekil 4.4.1.,
Cizelge 4.4.2.)

300
= 250
& T T T
) 200 [ I @ 12. gin
Q T T )
H:J 150 +— — m 16. gln
8 100 || | 0 20. gin
(2] O PPO. gin
T 50+ -

0
Kollajen | Kollajen IV MMP-3

Sekil 4.41  Yuksek doz Misoprostol verilen deney grubunun sigan serviksinde gebeligin
12, 16, 20 ve dogum sonrasi sifirinci (PP 0) gunlerde kollajen |, -1V ve MMP-
3 antikorlarinin imminboyanma yodunlugu HSCORE degerleri histogrami.
(Ortalama * Standart sapma).

Cizelge 4.4.2 Yiksek doz Misoprostol verilen deney grubunun sigan serviksinde gebeligin
12, 16, 20 ve dogum sonrasi sifirinci (PP 0) gunlerde kollajen I, -IV ve MMP-
3 antikorlarinin immunboyanma yogunlugu HSCORE degerleri. (Ortalama +
Standart sapma).

Gebelik Giinleri PP 0.aiin
12. giin 16. giin 20. giin 9
Kol | 178+20,1 166£10,8 165+13,2 180437.4
Kol IV 162427.0 164+33.6 162+14.8 162+14.8
MMP-3 1802107 1702020° 200+12,2° 188423,8°
€ p<0.05
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Kollajen tip lantikoru HSCORE degerleri ylksek doz misoprostol
verilen grupta kontrol ve dusik doz misoprostol verilen gruplarin degerlerine
gbre genelde daha dusik oldugu goérilmektedir. Gebeligin  sonundaki
gruplararasi HSCORE degerleri arasinda istatistiki yonden 6nemli bir fark
olmasa da yuksek doz misoprostol verilen grupta kollajen tip Iproteininin biraz
daha fazla yikima ugradigi gorulmektedir. (Sekil 4.2.2., Cizelge 4.2.1.)

300

250

200 -
ontrol

N —

150 -

100 -

HSCORE Degeri

(&)
o
L

12. giin 16. giin 20. giin PP 0. giin

Sekil 4.2.2 Sican serviksinde kontrol ve disuk (Deney 1) ya da yiksek (Deney Il) doz
misoprostol verilen deney gruplarinin kollajen tip lantikoru imminboyanma
yogunlugu HSCORE degerlerinin gebelik yasina gore karsilastiriimasi.

(p<0,01) (Ortalama * Standart sapma).

Cizelge 4.2.1. Sigan serviksinde kontrol ve dislk (Deney |) ya da yuksek (Deney Il) doz
misoprostol verilen deney gruplarinin kollajen tip lantikoru imminboyanma
yogunlugu HSCORE degerlerinin gebelik yasina gore karsilastiriimasi.
(Ortalama * Standart sapma).

Kontrol
grubu Deney | Deney Il
12. giin 234+11,4 2° 156+18,1° 178+20,1°
Gebelik | 16. giin 196+15,1° 204+27,0° 166+10,8°¢
Giinleri | 20. giin 177+22,2 181+25,5 165+13,2
PP 0. giin 154+23,0 154423,0 180+37,4
a,b,c,d p< 0,01

Dusuk doz misoprostol

verilen grubun Kkollajen tip

IV antikoru

HSCORE degerleri gebeligin 20. gininde kontrole gore biraz daha yuksektir.
Yuksek doz misoprostol verilen grubun degerleri ise kontrole gore daha
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dusuktar. Buna gore yuksek doz misoprostol dusuk doza gore kollajen tip 1V
proteini Uzerine daha etkili gorulmektedir. Gebeligin 20. gininde yuksek doz
misoprostol verilen grubun dugsen degeri dusUk doz misoprostol verilen
grubunkine gore de istatistiki olarak anlamhdir (p<0,01) (Sekil 4.2.3., Cizelge
42.2)

300

250
=
2 200 T T T
8 @ Kontrol
w 150 - mD1
(74 obD2
3
3 100 + — — — —
I

50 + — — — —
0 12. giin 16. giin 20. giin PP 0. giin

Sekil 4.2.3 Sigan serviksinde kontrol ve dislk (Deney 1) ya da ylksek (Deney Il) doz
misoprostol verilen deney gruplarinin kollajen tip 1V antikoru imminboyanma
yogunlugu HSCORE degerlerinin  gebelik yasina goére karsilastiriimasi.
(p<0,01) (Ortalama * Standart sapma).

Cizelge 4.2.2 Sigan serviksinde kontrol ve dusik (Deney 1) ya da yuksek (Deney Il) doz
misoprostol verilen deney gruplarinin kollajen tip 1V antikoru imminboyanma
yogunlugu HSCORE degerlerinin  gebelik yasina goére karsilastiriimasi.
(Ortalama + Standart sapma).

Kontrol
grubu Deney | Deney Il
12. giin 148+16,4 188+28,8 162+27,0
Gebelik 16. giin 18515 185+21,2 164+33,6
Ginleri 20. giin 184+23,2 209+23,5° 162+14,8°
PP 0. giin 171£10,8 184+18,1 162+14,8
4p< 0,01

MMP-3 antikoru HSCORE degerlerinin kontrol ve deney gruplarinda

gebeligin 12. guninden sonuna dogru arttigi goértlmektedir.

Kontrolle

karsilagtinldiginda yuksek doz misoprostol verilen grubun degerlerinin duguk
doz misoprostol verilen grubunkine gére daha yuksek oldugu gorulmektedir.
Dusuk doz misoprostol alan grubun degerleri kontrol degerlerinden de
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dusuktur. Bu, yuksek doz misoprostolin MMP-3 Uzerinde dusuk dozdan
daha etkili oldugunu gosterir. Ancak gebeligin 20. ve PP 0. gunlerindeki
gruplara ait degerler arasinda genelde dnemli bir fark yoktur. (Sekil 4.2.4.,
Cizelge 4.2.3.)

300

250

200 T T

ontrol

OomO
OOX
N —

150 -

100 | - -

HSCORE Degeri

(&)
o
I

12. giin 16. giin 20. giin PP 0. giin

Sekil 4.2.4 Sigan serviksinde kontrol ve disik (Deney 1) ya da yiksek (Deney 1) doz
misoprostol verilen deney gruplarinin MMP-3 antikoru immuanboyanma
yogunlugu HSCORE degerlerinin gebelik yasina goére karsilastiriimasi.
(p<0,01) (Ortalama * Standart sapma).

Cizelge 4.2.3 Sigan serviksinde kontrol ve disik (Deney I) ya da yiksek (Deney Il) doz
misoprostol verilen deney gruplarinin MMP-3 antikoru immiinboyanma
yogunlugu HSCORE degerlerinin  gebelik yasina goére karsilastiriimasi.
(Ortalama * Standart sapma).

Kontrol
grubu Deney | Deney Il
12. giin 172+8,3 160+15,8 18010
Gebelik | 16. giin 17245,4 2 146+15,17° 1700 @°
Giinleri [  20. giin 187+21,6 178+21,6 200+12,2
PP 0. giin 184114 178+16,4 188+23,8

2b h< 0,01

68



4.5.TEM Bulgulari
4.5.1.Morfolojik Bulgular

Kontrol ve oral yolla dusuk ya da yuksek doz misoprostol verilen
deney gruplarina ait serviks dokusu kesitlerindeki ince yapi degisiklikleri
kalitatif ve kantitatif olarak TEM’de degerlendirildi.

Kontrol grubunda gebeligin 12 ve 16. gunlerine kadar serviks ince
kesitleri morfolojisinde ¢ok dnemli degisiklikler gozlenmedi. Genelde kollajen
fibriller yogun, paketli demetler halindeydi.(Sekil 4.5.1.1.) Fibriller arasi amorf
madde azdi. Hakim htcre tipi fibroblastlar; uzun nukleuslu birkag granulli
endoplazmik retikulum bulunan uzantili hdcrelerdi. Duz kas hucreleri
mikroflamentlerden zengindi.

Sekil 4.5.1.1. Kontrol grubunun 6strus ve gebeligin 12. giiniine ait sican serviksi TEM
mikrograflari. a,b: Ostrus evresinde sican serviksi stromasinda kollajen
demetleri (ok). aX12930; bX46460c: Ostrus evresindeki sigan serviksi bag
dokusunda eozinofil I6kositler (ok) X1670 d: 12 ginlik gebe sigcan
serviksinde kollajen liflerle sarili siki iligkili diz kas hicreleri (ok). X2156 e:
12 gunlik gebe sican serviksinde kollajen liflerle sarili fibroblastin enine
kesiti (ok). X6000 f: 12 gunlik gebe sican serviksinde sili silindirik [imen
epiteli. Hiicre iclerinde yogun mitekondri (ok) ve GER (*) agi gorilmektedir.
X16700

ilerleyen giinlerde, gebeligin 20 ve dogum sonrasi 0. glnlerinde
servikal olgunlasma olarak bilinen morfolojik 6zellikler gézlendi. Amorf esas
madde artigi (6dem) keza fibroz bag doku komponentlerinde c¢ézulmeler
vardi. (Sekil 4.5.1.2.) Miyometriyum ¢evresinde ve lamina propriyada serbest
hiicreler gbézlendi. Kas hiicrelerinde hipertrofi gézlendi.
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Sekil 4.5.1.2. Kontrol grubunun 20. ve PP 0. glnlerine ait sigan serviksi TEM mikrograflari.
a,b: 20 glinlik gebe sigan serviksi stromasinda dagiimig(a) ve diizenli yapisi
bozulmus (b) kollajen lif demeti. a,b X46460;c,d: PP 0. giine ait sigan
serviksi bag dokusunda dizenli yapisi bozulmus kollajen lif demetleri
€cX12930, dX46460

Deney gruplarinda da kontroldeki gibi gebeligin 12 ve 16, glnlerinde
serviksin ince yapi morfolojisinde énemli bir degisiklik yoktu. Deney gruplari
kontrolle karsilastirildiginda gebeligin 20 ve dogum sonrasi 0. gunlerinde
yuksek doz misoprostolin servikal olgunlagsmaya etkisi dusuk doz
misoprostol verilen gruba goére daha yuksekti. Ylksek doz misoprostol verilen
sigan serviksi ince kesitlerinde miyometriyumda ¢ézinmus hipertrofik diz
kas hucreleri goruldi. Kas hucreleri arasindaki araliklar amorf esas madde
artigsina bagh olarak artmisgti. Kas hucreleri arasinda seyrek de olsa baglant
kompleksleri vardi. Lamina propriyada da kollajen fibril dizeni bozulmustu.
Odem oldukga ileriydi. Clnki kollajen lifler arasi agilmigti. Serbest hiicreler
keza fibroblastlar vardi. Bunlar da granulli endoplazmik retikulum, Golgi
kompleksi ve mitekondriyonlari belirgindi. Bu morfolojik degisiklikler normal
kontroldekine benzemekteydi. (Sekil 4.5.1.3.)
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Sekil 4.5.1.3 Dusuk ve ylksek doz misoprostol verilen deney gruplarinin gebeligin 16., 20.
ve PP 0. gunlerine ait sigan serviksi TEM mikrograflari.
a: 16 gunlik gebe sigan serviksinde sili silindirik [imen epiteli. Hiicreler arasi
baglanti bolgeleri (ok) ve GER (*) agi1 gorilmektedir. X12930
b: 16 gunlik gebe sigcan serviksi bag dokusunda siki paketlenmisg
uzunlamasina kollajen demetleri. X10000 c¢: 16 glnlik gebe sican serviksi
bag dokusunda duzenli yapida kollajen fibriller . X46460
d: 20 gunlik gebe sigan serviksi bag dokusunda yerlesik damara ait endotel
(cift ok). X2156 e,f: 20 gunlik gebe si¢an serviksi stromasinda dagiimis(e)
ve dizenli yapisi bozulmus (f) kollajen lif demeti. e,f X46460;
g,h: PP 0. glne ait sigan serviksi bag dokusunda dizenli yapisi bozulmus
kollajen demeti. g,h X46460

4.5.2.Kantitatif Bulgular

Kollajen liflerde meydana gelen ince yapi degisiklikleri kantitatif olarak
degerlendirildi. Bunun i¢in her yas grubundan hayvanlarin serviks dokusunda
kollajen lifi olusturan fibrillerin ¢aplari ve lif merkezinde ya da periferinde (dis
sinirda) bulunan bir fibril ile buna en yakin fibril ya da fibriller arasi aralklarin
Olcumleri yapildi.
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Sekil 4.5.2.1 a: Enine kesitte, sigan serviksinde kollajen demeti. Pembe halka
demetin sinirlarini,yesil ile isaretli aralik, merkezi fibriller arasi araliktir;
sari ile isaretli aralik ise periferal fibriller arasi araliktir. b: Yandaki
mikrografin blyutlilmus seklidir. TEM mikrografi.X46460

Her grup icin 10 adet demetten 10 adet ¢ap, 10 adet merkezi fibriller
arasi aralik ve 10 adet periferal fibriller arasi aralik dlgtimleri alindi. Tim
Olcimler kaydedildikten sonra varsa anlamli farklarin ortaya konulabilmesi
icin istatistiksel analizlerle degerlendirildi.

Tdm degerlendirmeler igin tek yonli varyans analizi (One Way
ANOVA) ve sonrasinda POST-HOC Tukey testleri kullanildi. (p<0,01)

Kontrol grubunun serviks dokusunda kollajen fibril ¢api 6strus ve
gebeligin 12. ginlinden 20. guinline kadar artmaktadir. 20. gline gére PP 0.
ginde de anlamli olarak dugmektedir (p<0,01). 20. ve PP 0. gindeki bu
degerler dstrus ve 12. glne gore de istatistiki olarak anlamlidir (p<0,01).
Merkez ve perifer fibrillerarasi araliklarda da 6strus ve 12. glinden gebeligin
sonuna dogru bir artis gorilmektedir. Merkez ve perifer fibrillerarasi bu
degerler Ostrus ve 12. gebelik gunine gore de istatistiki olarak 6nemlidir
(p<0,01). PP 0. gunde fibrillerarasi aralik degerlerinde 20. gline gore anlamli
bir digme vardir. (Sekil 4.5.2.2., Cizelge 4.5.2.1.)
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Sekil 4.5.2.2.: Ostrusta, gebeligin 12, 16, 20 ve dogum sonrasi sifirinci (PP 0) ginlerde
kontrol grubunun sigan serviksinde ortalama fibril ¢aplari ile lif merkezinde
(a) ve periferinde (b) ortalama fibrillerarasi aralik degerlerinin histogrami
(* p<0,01) (Ortalama * Standart sapma).

Cizelge 4.5.2.1. Ostrusta, gebeligin 12, 16, 20 ve dogum sonrasi sifirnci (PP 0) glnlerde
kontrol grubunun sigcan serviksinde ortalama fibril ¢aplari ile lif merkezinde
(a) ve periferinde (b) ortalama fibrillerarasi aralik degerleri (Ortalama *
Standart sapma).

Gebelik Giinleri

Ostrus PPO. giin
12. giin 16. giin 20. giin
F"°(’,i'n$)a”' 29.7+6.8%° | 31,449,9° | 30,8+10,6%° | 43,8+13,6%° | 41,4+12,2 >°°
Merkez
fibrillerarasi | 32,6+11,5"9" | 38,7+13,5""™ | 23,6+10,8%""° | 54,2+26,9"™"P | 42 1+23 5“°P
P(nr_r;)
erirer
fibrillerarasi | 24,7+19,7"%'" | 35 6+15,5"%* | 40,6+18,2°"¥7 | 64,5+3,5" %" | 57 1£12 3""*2W
(nm)
25<0,01

Dusuk doz misoprostol verilen grupta ortalama fibril gapi degerlerinin
gebeligin 12. guninde en dusuk, 20. gununde de en yuksek oldugu
go6rulmektedir, aralarindaki fark istatistiki olarak da énemlidir (p<0,01). PP 0.
gunde de 20. gune goére anlamli bir digsme vardir (p<0,01). Merkez ve perifer
fibrillerarasi aralik degerlerinde de gebeligin 12. guninden PP 0. gunine
kadar artis gortulmektedir. 20. ve PP 0. gunlerdeki fibrillerarasi bu degerler
12. gline gore de istatistiki olarak anlamlidir (p<0,01). (Sekil 4.5.2.3.,Cizelge
4522)
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Sekil 4.5.2.3. Gebeligin 12, 16, 20 ve dogum sonrasi sifirinci (PP 0) glinlerde disik doz
misoprostol verilen deney grubunun sigan serviksinde ortalama fibril ¢capi ile
lif merkezinde (a) ve periferinde (b) ortalama fibrillerarasi aralik degerlerinin
histogrami (*p<0,01) (Ortalama * Standart sapma).

Cizelge 4.5.2.2. Gebeligin 12, 16, 20 ve dogum sonrasi sifirinci (PP 0) ginlerde dusik doz
misoprostol verilen deney grubunun sigan serviksinde ortalama fibril ¢capi ile

lif merkezinde (a) ve periferinde (b) ortalama fibrillerarasi aralik degerleri
(Ortalama * Standart sapma).

Gebelik Giinleri
PPO. giin
12. giin 16. giin 20. giin
Fibril api (nm) | 36,9+7,1*°° | 42,3+9,6° | 45,0+14,6™% | 41,2+11,1°¢
Merkez
fibrilleraras1 | 33,6+9,2°"9 | 42,9+12,7°" | 45,3+17,1"™ | 53,5+9,3%"
(nm)
Perifer | |
fibrillerarasi | 41,1+2,3"™" | 53,7413,9° | 52,9+14,5™ 64,5+17,0™°
(nm)
3°1<0,01

Yuksek doz misoprostol verilen grupta ortalama fibril cap1 degerlerinde
gebeligin 12. ginunden PP 0. gunune kadar duzenli bir artig gorulmektedir.
20. ve PP 0. gunlerde yuksek olan bu fibril capi degerleri artislar 12. gune
gore de anlamhdir (p<0,01). Merkez ortalama fibrillerarasi aralk degerleri
gebeligin 12. gunidnden 20. ve PP 0. glnine kadar dismektedir. 20. gundeki
bu dusuk degerler 12. gune gore de istatistiki olarak anlamhdir (p<0,01).
Aksine perifer ortalama fibrillerarasi aralik degerlerinde gebeligin 12.
gununden PP 0. gune kadar bir artig vardir. PP 0 ve 20. gindeki bu yuksek
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degerler 12. giine gore de istatistiki olarak anlamhdir (p<0,01). (Sekil 4.5.2.4.,
Cizelge 4.5.2.3.)
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Sekil 4.5.2.4. Gebeligin 12, 16, 20 ve dogum sonrasi sifirinci (PP 0) glinlerde ylksek doz
misoprostol verilen deney grubunun sigan serviksinde ortalama fibril ¢api ile
lif merkezinde (a) ve periferinde (b) ortalama fibrillerarasi aralik degerlerinin
histogrami (*p<0,01) (Ortalama * Standart sapma).

Cizelge 4.5.2.3. Gebeligin 12, 16, 20 ve dogum sonrasi sifirinci (PP 0) glinlerde yiiksek doz
misoprostol verilen deney grubunun sigan serviksinde ortalama fibril ¢api ile
lif merkezinde (a) ve periferinde (b) ortalama fibrillerarasi aralik degerleri
(Ortalama * Standart sapma).

Gebelik Giinleri
PPO. giin
12. giin 16. giin 20. giin
Fibril gapi (nm) 33,9+7,6%° 36,7+10,1%° | 44,4+12,4%° | 49,5+12,0>°
Merkez
fibrillerarasi 29,8+15,7° 24,0+9,2°9 25,8+6,5™" 23,7+11,79"
(nm)
Perifer fibrillerarasi 29 9+8 9" 35.2+16.2"™" 64.5+9 9 ™ 64 2+3 84"
(nm) e T U T
3" 1h<0,01

Kontrol ve dusUk ya da yuksek doz misoprostol verilen deney
hayvanlarinin  serviks  kollajeni  kantitatif degerlerine genel olarak
bakildiginda; ortalama lif capi degerleri diisik doz misoprostol verilen grupta
daha yuksek olmak uUzere, dusik ve yuksek doz misoprostol verilen
gruplarda kontrole gore daha yuksektir. Dusuk doz misoprostolln fibril ¢api
artigi Uzerinde yluksek doz misoprostole gore daha etkili oldugu
goOrulmektedir. (Sekil 4.5.2.5., Cizelge 4.5.2.4.)
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Sekil 4.5.2.5. Sigan serviksinde kontrol ve disuk (D I) ya da ylksek (D 1) doz misoprostol
verilen deney gruplarinin ortalama fibril capi dederlerinin gebelik yasina goére
karsilastiriimasi (* p<0,01) (Ortalama + Standart sapma).

Cizelge 4.5.2.4 Sican serviksinde kontrol ve dusuk (D I) ya da yiksek (D Il) doz misoprostol
verilen deney gruplarinin ortalama fibril capi dederlerinin gebelik yasina goére
kargilastirimasi. Sayisal degerler nanometre (hm) olarak ifade edilmistir
(Ortalama £ Standart sapma).

Kontrol DI DIl
12.giin | 31,4+9.9°° | 369+71% | 33,9:7,6°
Gebelik | 46 iin | 30,8£10,6°¢ | 42,3t9,6° | 367+10,1
Giinleri
20.giin | 43,8136 | 450£146 | 444+124
PPO. giin 414£122° | 4126111 | 49,5¢12,0°
#°p<0,01

Merkez ortalama fibrillerarasi aralik degerleri gebeligin 12. gununde
dusuk ya da yuksek doz misoprostol verilen gruplarda kontrole gore anlamli
olarak daha dusuktur (p<0,01). Yuksek doz misoprostol verilen grupta 12.
gunden PP 0. gune kadar genelde giderek dusen bu degerler dusuk doz
misoprostol verilen grupta aksine yukselmektedir. Deney gruplarinin
degerlerine bakildiginda merkez fibrillerarasi aralik degerlerinin ylksek
oldugu grubun dusik doz misoprostol verilen gruptan daha fazla etkilendigi
goOrulmektedir. (Sekil 4.5.2.6., Cizelge 4.5.2.5.)
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Sekil 4.5.2.6. Sigan serviksinde kontrol ve disuk (D ) ya da yiksek (D 1) doz misoprostol
verilen deney gruplarinin merkez ortalama fibrillerarasi aralik degerlerinin
gebelik yasina gore karsilastirilmasi (* p<0,01) (Ortalama * Standart
sapma).

Cizelge 4.5.2.5 Sigan serviksinde kontrol ve disuk (D) ya da yiksek (D 1) doz misoprostol
verilen deney gruplarinin merkez ortalama fibrillerarasi aralik degerlerinin
gebelik yagina gore kargilastiriimasi. Sayisal degerler nanometre (nm)
olarak ifade edilmistir (Ortalama + Standart sapma).

Kontrol DI DIl
12. giin 38,7+13,5%° 33,6+9,2° 29,8+15,7°
Gebelik . c c
Giinleri | 16- 9in 23,6+10,8 42,9+12,7 24,049,2
20.giin | 54,2+16,9*° 45,3+17,1¢ 25,8+6,5°
PPO. giin 42,1+13,5" 53,5+9,3' 23,7+11,7°
#9p< 0,01

Perifer ortalama fibrillerarasi aralik degerleri disuk doz misoprostol
verilen grupta gebeligin 20. ginu disinda kontrol ile yuksek doz misoprostol
verilen gruba gore genelde daha yuksektir. DUsuk doz misoprostol verilen
grupta her yas icin yuksek olan bu degerler kontrole gore de istatistiki olarak
anlamlidir. (p<0,01) (Sekil 4.5.2.7., Cizelge 4.5.2.6.)
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Sekil 4.5.2.7. Sican serviksinde kontrol ve digik (D 1) ya da yuksek (D 1) doz misoprostol
verilen deney gruplarinin perifer ortalama fibrillerarasi aralik degerlerinin

gebelik yasina gore karsilastiriimasi (* p<0,01) (Ortalama + Standart
sapma).

Cizelge 4.5.2.6. Sican serviksinde kontrol ve disuk (D 1) ya da yliksek (D 1) doz misoprostol
verilen deney gruplarinin perifer ortalama fibrillerarasi aralik degerlerinin

gebelik yasina gore karsilastiriimasi. Sayisal degerler nanometre (nm)
olarak ifade edilmistir (Ortalama + Standart sapma).

Kontrol DI DIl
12. giin 35,6+15,5°° 41,142,3° 29,9+8,9"
Gebelik | 16. giin | 40,6:18,2°¢ 537+139° | 352162
20. giin 64,5+3,5° 52,9+14,5° 64,5+9,9
PPO. giin 57,1+12,3" 64,5+17,0' 64,2+3,8°
&9 p< 0,01
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TARTISMA

Morfolojisi ve fonksiyonuyla kompleks bir organ olan serviksin
proteoglikanlardan ve glikozaminoglikanlardan yapilmis stromasinda hakim lif
tipleri kollajen tip lve IlI'tdr, kollajen tip IV daha az bulunur. Bir bagka ifadeyle
servikal dokunun yaklasik %70’i kollajendir. Bu kollajenin de % 62-80’i tip I,
kalani da tip Il kollajendir. Stromasinin diger elemanlarini bag dokusu ve kas
lifleriyle (%10-15) elastik lifler olusturur [1-6].

Serviks termde ve preterm dodum bagslamadan &nce yeniden
yapillanmaya gider. Prostaglandinler ve analoglarinin  dogumun
indUklenmesinde servikal olgunlasma igin kullanildigi bilinmektedir[65, 92].

Matriks metalloproteinazlar servikal dokunun yeniden yapilanmasinda
gorev alan onemli enzimlerdir [6, 8]. Bu ¢alismada prostaglandin E; analogu
olan misoprostolin ve fizyolojik servikal olgunlasmanin MMP’ler Gzerinden
benzer mekanizmalari kullanip kullanmadiklari arastiriimigtir.

Serviks yapisinda Ostrustan gebeligin 12. glnine kadar onemli bir
degisiklik gozlemedik. Diger arastirmacilar gibi ( ref) biz de d6strusta ayni
sekilde kontrol ve deney gruplarinda isik mikroskobik dizeyde servikal
dokuda kollajen fibrillerin yogun paketlendiginin ve demetler olusturdugunu
gOzledik. TEM diuzeyinde uzun nikleuslu az sayida endoplazmik retikulum
iceren uzantil fibrobast hicreleri hakimdi. Gebeligin sonuna dogru 20. glinde
servikal olgunlasma olarak bilinen morfolojik 6zellikler gozlendi. Amorf esas
madde artisi yani ddemler, fibroz bag dokusu komponentlerinde 6nemli
azalmalar ve ¢ozulmeler vardi. Cogu serbest hilcrenin miyometriyuma ve
lamina propriyaya infiltre oldugu goruldi. Bu hicreler ESM proteinlerini
sindirebilme yeteneginde olan kollajenaz ve bagka enzimlerin kaynagi
olabilirler. TEM dizeyinde hipertrofik diz kas hucreleri arasindaki araliklar
artmigti. Kollajen fibril dizeni bozulmustu. Lamina propriyadaki morfolojik
degisiklikler miyometriyumdakilerle kiyaslandiginda termdeki kontrollerdekine
benzemekteydi.

Isik mikroskobik immunohistokimyasal bulgulardan kontrol ve deney
gruplarinda kollajen tip lproteininin genelde lamina propriyada kuvvetli, kas
cevresinde ise zayif reaksiyon verdigini gozledik. Aksine MMP-3 antikoru
reaksiyonu lamina propriyada zayif, kas ¢evresinde ise orta ya da kuvvetli
reaksiyon gosterdi. Bu bulgulardan servikal olgunlasmanin lamina propriya
ve miyometriyum gibi iki zit bolgede basladigini ve bu kollajenolitik bolgeler
birlestigi zaman olgunlagsmanin basariya ulasabileceg@i anlasiimaktadir.

TEM’de misoprostole cevapta kollajenin ince yapi degisikligini kantitatif

olarak degerlendirdik. Digsuk doz misoprostolin ylksek doza gore yasa bagh
olarak fibri capi degerlerini onemlilik duzeyinde daha fazla etkiledigini gorduk.
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Fibril capindaki bu artiglar olgun fibril varligina keza normal Kkollajen
donusumune isaret edebilir.

Calismamizda dusuk doz misoprostol verildikten sonra serviksteki
morfolojik degisiklikler merkez ve perifer fibrillerarasi aralik degerlerinin
genelde gebeligin 12. gununden 20. ve PP 0. gune kadar artiglariyla da
karakterizedir. Bu, doku suyu artigiyla ilgili olabilir. Bag dokusunun artan su
tutma kapasitesinin uzun zamandir glikozaminoglikanlarin dagihmina bagl
oldugu ifade edilmektedir [2, 8, 92]. Arastirmacilar glikozaminoglikanlarin
dagilimindaki degisim Ozellikle de heparan sulfat [93] ve hyallronik asit
konsantrasyonlarindaki artiglarin servikal olgunlasmanin o&zelliklerinden biri
oldugunu bildirdiler [94-96]. Bu ylUzden, intersistiyal 6demli bolgelerde artan
amorf materyal miktarinin (esas madde) spesifik glikozaminoglikanlardaki
artisa baglanabilir [97].

Servikste baskin olarak kollajen lifler ya da demetler bulunur. Kollajen
fibriller proteoglikanlarla birlikte kollajen demetleri ya da lifleri olustururlar[20].
Proteoglikanlar kollajen fibrillerin enine baglarindan ve duzeninden
sorumludur. Codu dokuda o6rnegin kemik, kikirdak ve deride farkli geriime
direncinin olmasi kollajen fibril ve lif gap1 keza duzeniyle iligkilidir [7, 20] .

Bulgularimizda fibrillerarasi  aralik  artiglari, enine  bagdlarin
bozulmasiyla fibril organizasyonunda ve dizenindeki bozuklugu gdsterebilir.
Ustelik glikozaminoglikanlar yara iyilesmesinde ve doku tamirinde gdsterildigi
gibi fibrillogenezde ve fibril organizasyonunda anahtar rol oynadiklar
sanilmasina ragmen kollajenden daha az anlagiimigtir. Proteoglikanin 6z
proteini direk kollajene baglanir, bunun glikozaminoglikan yan zincirlerinin de
fibril araliklarinin ve doku suyunun duzenlenmesi bakimindan diger yan
zincirlerle etkilestigi sanilir.

Proteoglikanlar genelde benzer biyokimyasal &zelliklere sahiptir.
Proteoglikanlarin protein 6zlerinde farkliliklar vardir. Bu kisim fibrillogenezin
hizini etkiler. Keza proteoglikan yan zincirleri de farklidir. Proteoglikanlar fibril
boyunca rastgele baglanmazlar, spresifik baglanma vyerleri vardir. Keza
proteoglikan konsantrasyonu ile fibril ylizey alani arasinda da belli bir oran
vardir. Dermatan sulfat proteoglikanlarin farkli kollajen fibriller tGzerindeki
adaptasyonlari ile agik ve koyu bantlar (gap bodlgeleri, band bdlgesi)
olusturduklari saniimaktadir [92].

Proteoglikanaz aktiveli MMP’lerin ¢alismamizda oOzellikle MMP-3’an
glikozaminoglikan yan zinciri protein etkilesimlerini bozdugu dusunulebilir.
Proteoglikanazlarla  proteoglikanlarin ~ bozulmasi  kollajen fibrillerin
¢ozllmesine, gerilme direncinin dismesine neden olabilir [6, 8. MMP-3
ekspresyonu ile fibriller arasi aralk artisi arasindaki iligki misoprostol indukeli
servikal olgunlasmada kollajenazlardan ziyade proteoglikanazlarin rolinin
daha buyuk olduguna igaret edebilir [6].
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SONUGLAR

Sonug olarak;
Gebelik suresince degisik zamanlarda dusuk ya da ylksek doz misoprostol
verilen sigcan serviksi olgunlagmasinda;

1. Erken gebelikte (12. gun) servikal dokuda ¢ok Kkuglk
degisikliklerin, gebeligin sonuna dogru (20. gun) kas tabakalari
arasinda ve lamina propriyada amorf esas madde artisi yani
O6demlerin olusabilecegi ,

2. Olgunlagmanin lamina propriya ve miyometriyum gibi iki ayri
bdlgede baslayabilecegi,

3. Dusuk doz misoprostolun kollajen fibril ¢capinda, keza merkez
ve perifer fibrillerarasi araliklarda artiglara neden olabilecedi,
bunun enine baglarin bozulmasiyla ilgili fibril organizasyonunda
ve duzenindeki bozukluga isaret edebilecedi,

4. MMP-3 ekspresyonu ile fibrillerarasi aralik artigi arasindaki
iliskiden  misoprostol  indukeli  servikal  olgunlagsmada
kollajenazlardan ziyade proteoglikanazlarin etkili olabilecedi,

5. ileri gebelikte diisik doz misoprostoliin etkisinin siganda
termdeki fizyolojik servikal olgunlasmada goértlenden farkli
morfolojik etkide bulunmadigi sonucuna varildi.
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